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Alternative splicing (AS) is a major source of transcriptome and proteome diversity 
in higher eukaryotes allowing the generation of several structurally and functionally 
distinct mRNAs and protein isoforms from a single gene. Differential AS variants 
expression has been implicated in tissue and cellular differentiation, which in an 
evolutionary context could account for the phenotypic divergence of mammals that 
share a common repertoire of genes. On the other hand, the miss-regulation of AS is 
one of the mayor sources of human disease. However, there are not many detailed 
comparative analyses showing the alternative splice forms generated from particular 
genes among different organisms. The work presented here is a deep study of the 
splice variants expressed by the “Natural Cytotoxicity Receptor 3” (NCR3) gene and 
its comparative analysis among 13 mammals. 
NCR3 is a member of the NCR family, which represents the major NK cells triggering 
receptors. It has been involved in the recognition and killing of tumoral and infected 
cells, and in the maturation of dendritic cells. By using a combination of nested RT-
PCR and RNA-seq analysis, it was possible to detect the expression of several NCR3 
transcripts in all the analysed mammalian species, except in Mus musculus, where 
NCR3 is a pseudogen. It was observed an increase in the number of coding variants 
in primates, mainly by the internal splicing of exon 2 and the presence of exons 4II 
and 4III, which are only expressed in higher primates (Hominoidea). In contrast, the 
diversity of non-coding variants is similar among all analysed species, although there 
are some conserved ones, which could have a potential regulatory role. The nine 
human splice variants, six coding and three non-coding, were only detected at high 
expression levels in immune-related tissues, being the coding A, B y C the most 
abundant ones.
The predicted human protein isoforms are potential transmembrane type I receptors, 
which extracellular domains are predicted to be Immunoglobulin type V (IgV) or type 
C (IgC). The interaction of these potential NCR3 extracellular domains with the ligand 
B7-H6 was analysed using flow citometry assays. Firstly, they were over-expressed in 
insect cells finding that defective glycosylation avoids binding. In a second approach, 
it was used a mammalian system detecting only specific binding of IgV domain to 
B7H6, indicating that B7H6 is not a ligand for IgC containing isoforms. 
In conclusion, all the presented data suggest a potential role of AS in the NCR3 
functions and immune system regulation and evolution. 
Summary
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Introducción
El descubrimiento de la compleja arquitectura de los genes de los organismos 
eucariotas fue un gran avance en la comprensión de los mecanismos de regulación 
de la expresión génica. A diferencia de los organismos procariotas cuyos RNA 
mensajeros son co-lineales con la correspondiente secuencia genómica, en los 
organismos eucariotas la información contenida en los genes está interrumpida por 
fragmentos de secuencia no codificante denominados intrones (Figura 1-1). Durante 
la transcripción los intrones deben ser eliminados de los mensajeros inmaduros o 
pre-mensajeros, uniéndose los fragmentos de secuencia (exones) que portan la 
información necesaria para la síntesis de proteínas, en un proceso denominado 
maduración o “splicing” (Figura 1-1). La diferencia de longitud de los mensajeros 
observada entre el núcleo y el citoplasma permitía intuir la existencia de este proceso 
de maduración en organismos eucariotas (Sharp, 2005). Sin embargo, el origen de 
tal diferencia no se resolvió hasta que en la década de los 70s, a través de híbridos 
DNA-RNA, se detectó que diferentes fragmentos de un mismo mensajero maduro de 
adenovirus mapeaban en distintas regiones alejadas entre sí del genoma del virus, 
evidenciándose la presencia de un fragmento de secuencia en el DNA genómico 
que no estaba presente en el mensajero maduro, así se acababa de identificar el 
primer intrón (Berget et al., 1977; Blanchard et al., 1978; Chow et al., 1977). Este 
sorprendente descubrimiento rápidamente se reconoció como un proceso necesario 
para la expresión de la mayoría de los genes eucariotas (Calame et al., 1980; Early 
et al., 1980; Kole and Weissman, 1982; Leff et al., 1986; Rogers et al., 1980). 
Desde los primeros estudios del proceso de splicing en organismos eucariotas se 
observó que esta maduración de los pre-mensajeros no era un proceso sistemático 
de eliminación de intrones, siguiendo un patrón único para cada gen, sino que era 
un proceso dinámico, posibilitando la generación de varios mensajeros maduros 
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estructuralmente diferentes a partir de un único gen por la eliminación diferencial 
de fragmentos del pre-mensajero (Leff et al., 1986). Por lo tanto, mediante este 
procesamiento alternativo o “splicing alternativo” (AS, “Alternative splicing”) se podían 
obtener varias isoformas proteicas diferentes a partir de la secuencia de un único gen 
(Figura 1-1) (Caceres and Kornblihtt, 2002; Kalsotra and Cooper, 2011; Kelemen et 
al., 2013; Stamm et al., 2005), lo que ponía de manifiesto que la capacidad codificante 
de los genomas de los organismos eucariotas era mucho mayor de la esperada. 
Este descubrimiento puso el foco científico en el papel que el RNA podía desempeñar 
en la regulación de la expresión génica, más allá de ser un simple intermediario entre 
genes y proteínas, especialmente en la expansión de la capacidad codificante de los 
genomas de organismos eucariotas, cuya dimensión no se reveló en su magnitud 
hasta la secuenciación del genoma humano (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). 
Basándose en el número de secuencias de mensajeros y proteínas depositadas en 
las bases de datos se había estimado que el genoma humano debía estar compuesto 
por al menos 150.000 genes, sin embargo, en los proyectos de secuenciación 
sólo se detectaron aproximadamente 23.000 genes (Lander et al., 2001; Venter 
Figura 1-1 Representación esquemática del proceso de expresión génica en organismos eucariotas (izquierda) 
y procariotas (derecha). 
DNA genómico
Transcripción
Traducción
Traducción
DNA genómico
Transcripción
Exón Exón
Intrón Intrón Intrón
Exón Exón
Maduración (Splicing)
Células eucariota Células procariota
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et al., 2001), lo que apuntaba al AS como potencial responsable de esta aparente 
discrepancia. Actualmente se estima que el 95% de los genes humanos producen 
dos o más mensajeros maduros diferentes a través de AS (Pan et al., 2008), siendo 
éste considerado uno de los principales factores en la generación de diversidad 
transcriptómica y proteómica (Barbosa-Morais et al., 2012; Blencowe, 2006; Chen et 
al., 2012; Merkin et al., 2012; Wang et al., 2008).
En un contexto evolutivo, la expansión de la capacidad codificante del genoma a través 
de AS se ha convertido en los últimos años en uno de los elementos fundamentales 
en el estudio de la complejidad y la diversidad entre especies (Barbosa-Morais et al., 
2012; Merkin et al., 2012), ya que permite explicar la reducida diferencia detectada 
en el número de genes de especies tan alejadas como Drosophila melanogaster o 
Caenorhabditis elegans y Homo sapiens, entre otros (Tabla 1-1). En especial, en 
el grupo de los mamíferos, que comparten un mismo conjunto de genes básicos 
(Barbosa-Morais et al., 2012; Boue et al., 2003; Merkin et al., 2012), el AS se postula 
como un elemento crucial para explicar su diversidad (Tabla 1-1).
Tabla 1-1 Comparativa del tamaño del genoma, número de genes codificantes y número 
de mensajeros descritos. La información se obtuvo de Ensembl. 
Especie
Tamaño del 
genoma (pb)
Nº de genes 
codi
cantes
Nº de 
mensajeros
Densidad génica 
(Nº genes/Mb)
Homo sapiens
Pan troglodytes
Gorilla gorilla
Pongo abelli
Macaca mulata
Felis catus
Canis lupus
Oryctolagus cuniculus
Rattus norvegicus
Mus musculus
Bos taurus
Gallus gallus
Danio rerio
Takifugu  rubripes
Drosophila melanogaster
Arabidopsis thaliana
Caenorhabditis elegans
Saccharomyces cerevisiae
Escherichia coli
Bacillus subtilis
Haemophilus inuenzae
 3.324.592.091 
 2.995.917.117 
 2.828.888.833 
 3.109.347.532 
 3.093.871.206 
 2.365.745.914 
 2.392.715.236 
 2.604.023.284 
 2.573.362.844 
 3.480.528.190 
 2.649.685.036 
 1.072.544.086 
 1.505.581.940 
 393.312.790 
 168.736.537 
 135.670.229 
 103.022.290 
 12.157.105 
 4.907.865 
 4.215.606 
 1.830.138 
 20.769 
 18.759 
 20.962 
 20.424 
 21.905 
 19.493 
 19.856 
 19.293 
 22.941 
 23.139 
 19.994 
 15.508 
 26.247 
 18.523 
 13.937 
 27.249 
 20.532 
 6.692 
 5.086 
 4.185 
 1.709 
 195.565 
 29.160 
 35.727 
 29.447 
 44.725 
 22.656 
 29.884 
 24.964 
 29.189 
 93.480 
 26.740 
 17.954 
 54.869 
 48.706 
 29.173 
 41.671 
 57.844 
 7.126 
 5.193 
 4.371 
 1.745 
6,2
6,3
7,4
6,6
7,1
8,2
8,3
7,4
8,9
6,6
7,5
14,5
17,4
47,1
82,6
200,8
199,3
550,5
1036,3
992,7
933,8
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11 Mecanismo y regulación del splicing
El proceso de splicing comienza con la identificación de los exones y los intrones en 
los pre-mensajeros a través de una serie de secuencias consenso, conocidas como 
elementos cis, que definen las fronteras exón/intrón (Figura 1-2). Estos elementos 
básicos son reconocidos por complejos ribonucleoproteicos o snRNP (“small nuclear 
ribonucleoproteins”) y diversas proteínas, denominados en conjunto elementos trans, 
que tras la unión con sus elementos cis correspondientes dan lugar a la formación de 
un complejo multiribonucleoproteico llamado spliceosoma que, tras varias etapas de 
restructuración dinámica, cataliza la escisión de los intrones (De Conti et al., 2013; 
Villate et al., 2008; Wahl et al., 2009). 
1.1.1 Mecanismo básico del splicing
El extremo 5’ de los intrones de los pre-mensajeros está definido por la presencia 
de una secuencia consenso denominada sitio 5’ donador, que es reconocida por el 
U1 snRNP gracias a la complementariedad de bases (Figura 1-2). Por otro lado, el 
extremo 3’ queda definido por la presencia del sitio de ramificación (“Branch point”) 
reconocido inicialmente por la proteína SF1 (“Splicing Factor 1”), seguido por una 
región rica en pirimidinas (“polypyrimidin track”) y el sitio 3’ aceptor siendo ambos 
reconocidos por el heterodímero U2AF65/35. La unión de estos elementos iniciales 
forma el primer estadio del spliceosoma o complejo “E” (Figura 1-2). La proteína SF1 
es entonces desplazada por la unión del U2 snRNP que interacciona con la secuencia 
del sitio de ramificación, siendo su unión estabilizada por la interacción con la proteína 
U2AF65/35, formándose el complejo “A” (Figura 1-2). El complejo pre-catalítico “B”, 
se forma por la incorporación del trímero de snRNP (U4/U5-U6) al sitio 5’ donador, 
que acaba por desestabilizar la interacción del U1 snRNP provocando su salida del 
complejo, así como la del U4 snRNP. Se cree que el centro catalítico se forma en la 
superficie de contacto del U6 snRNP con el U2 snRNP, mientras que el U5 snRNP 
realiza funciones de estabilización del complejo (Wahl et al., 2009). Finalmente, una 
serie de alteraciones estructurales, así como la interacción de diferentes proteínas 
conducen a la formación del complejo catalítico “C”, encargado de la eliminación de 
las secuencias intrónicas (Figura 1-2). 
Bioquímicamente, el proceso de escisión de los intrones se produce en dos etapas, 
a través de dos trans-esterificaciones (Wahl et al., 2009). En la primera, el grupo 
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hidroxilo del carbono 2’ de la adenosina conservada en el sitio de ramificación, ataca 
el fosfato del primer nucleótido del intrón (Figura 1-3). Esto lleva a la escisión del 
intrón por su extremo 5’, quedando éste ligado al sitio de ramificación (Figura 1-3). 
En la segunda etapa, el grupo hidroxilo del carbono 3’ del último nucleótido del primer 
exón ataca al grupo fosfato del primer nucleótido del siguiente exón, ligándose ambos 
exones y liberando el intrón en forma de lazo, que será degradado (Figura 1-3).
1.1.2 Regulación del proceso de splicing
Este mecanismo, conceptualmente simple, no puede explicar por sí solo la gran 
diversidad estructural detectada experimentalmente en los mensajeros maduros. 
Se han descrito eventos de inclusión/exclusión de exones concretos, exones que 
aparecen de forma mutuamente excluyentes en los mensajeros maduros, retención 
de intrones, uso de sitios 5’ donadores y 3’ aceptores alternativo que reducen o 
incrementan el tamaño de los exones, y combinaciones de todos ellos para formar 
los mensajeros maduros (Figura 1-4). 
La razón de esta variabilidad se haya en la flexibilidad que confiere al proceso de 
splicing la laxitud de las secuencias que definen los exones e intrones (Izquierdo and 
Valcarcel, 2006). En Saccharomyces cerevisiae, con tan sólo 250 intrones y en la 
que apenas se han descrito eventos de splicing alternativo (Izquierdo and Valcarcel, 
2006; Spingola et al., 1999), las secuencias consenso necesarias para el proceso 
de splicing están muy bien conservadas (GUAUGU en el sitio 5’, UACUAAC en el 
Figura 1-3 Detalle de las trans-esterificaciones necesarias para la escisión de un intrón. 
Exón 15’ Exón 2 3’OH O
O
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sitio de ramificación y AG en el sitio 3’), por lo que la complementariedad de bases 
entre éstas y los factores trans es suficiente para la eliminación de los intrones. 
Sin embargo, en eucariotas superiores las secuencias presentan un alto grado 
de degeneración (GURUGU en el sitio 5’, YNYYRAY en el sitio de ramificación y 
AG en el sitio 3’), quedando la mayoría de los intrones definidos por apenas dos 
dinucleótidos, GU y AG, en los extremos (De Conti et al., 2013; Izquierdo and 
Valcarcel, 2006). Esta degeneración de las secuencias supone un alto grado de 
libertad en la identificación de las fronteras exón/intrón lo que podría ser la base para 
explicar la enorme variabilidad de eventos de splicing detectada (Figura 1-4). Sólo 
en el caso de los exones constitutivos, los que mayoritariamente forman parte de los 
mensajeros maduros, el grado de conservación de las secuencias es ligeramente 
superior, aunque no suficiente como para producir interacciones estables con los 
distintos factores trans a través de la complementariedad de bases (De Conti et al., 
2013; Izquierdo and Valcarcel, 2006; Shen and Green, 2006). Además, una pequeña 
fracción (~1%) de los intrones están definidos por los dinucleótidos AT y AC que 
son procesados por un spliceosoma alternativo en el que los snRNP U1 y U2 son 
reemplazados por sus homólogos U11 y U12, cuya expresión diferencial regula el 
procesamiento de estos intrones y en consecuencia la inclusión o exclusión de los 
exones rodeados por éstos (Kreivi and Lamond, 1996; Tarn and Steitz, 1996; Wahl et 
al., 2009; Wu and Krainer, 1999). 
Figura 1-4 Clasificación de los diferentes eventos de splicing alternativo descritos. Las cajas azules represetan 
exones y las líneas negras intrones. Las cajas rojas o naranjas representan los exones sometidos a AS, indicado 
con líneas rojas y verdes. 
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Uno de los factores que puede modular el reconocimiento de los sitios de splicing 
por los factores trans es la propia interacción entre éstos. La unión del U1 snRNP al 
sitio 5’ donador puede estabilizar la unión de la proteína U2AF65/35 al sitio 3’ aceptor 
(Figura 1-2 y 1-5). Sin embargo, en función de la estructura génica se han propuesto 
dos modelos sobre cómo podría ocurrir esta pequeña estabilización. En eucariotas 
superiores, en los que el tamaño medio de los exones internos es de 140 pb y el 
tamaño de los intrones unas diez veces mayor (Faustino and Cooper, 2003; Villate 
et al., 2008), se cree que la interacción entre estos factores ocurre a través de los 
exones (De Conti et al., 2013), es decir, que el splicing ocurre a través de la definición 
de los exones (Figura 1-5). Esta hipótesis se sustenta en experimentos en los que 
la reducción artificial del tamaño de un exón (<50 pb) provoca su exclusión del 
mensajero final (De Conti et al., 2013; Dominski and Kole, 1991), probablemente 
por la interferencia estérica entre el heterodímero U2AF65/35 ligado al sitio 3’ aceptor 
en el intrón anterior y el U1 snRNP unido al sitio 5’ donador del intrón posterior. 
Inversamente, la expansión artificial de exones pequeños fomenta su inclusión o el 
uso de sitios crípticos en el interior de los exones cuando la expansión supera las 300 
pb (Berget, 1995). Por el contrario, en levaduras y en otros eucariotas inferiores, con 
exones mayores e intrones pequeños (<100 pb), se piensa que el splicing depende 
de la definición de los intrones (Figura 1-5). En este sentido, la expansión artificial 
de intrones en Saccharomyces y Drosophila conduce a su  retención. Por lo tanto, 
el tamaño de exones e intrones es un factor que puede determinar la fortaleza del 
reconocimiento de los sitios de splicing, y en consecuencia, influir en la inclusión o 
exclusión de algunos exones en el mensajero final (Figura 1-5). 
Adicionalmente, en eucariotas superiores se ha desarrollado un complejo 
sistema auxiliar que permite la regulación del AS a través de la modulación del 
reconocimiento de los distintos sitios de splicing. A lo largo de exones e intrones 
existen secuencias potenciadoras, conocidos como “Exon Sequence Enhancers” 
(ESE) e “Intron Sequence Enhancers” (ISE), que son reconocidos por proteínas de la 
familia “Serine-arginine rich” (SR). Estas proteínas se caracterizan por la presencia 
de dominios RS (ricos en arginina y serina) con la capacidad de interaccionar con 
RNA de doble cadena, permitiéndoles estabilizar la interacción de los snRNPs con 
sus sitios de splicing correspondiente (Figura 1-5) y fomentando así la inclusión 
de los exones en el mensajero final. Por otro lado, también existen secuencias 
inhibitorias, “Exon Sequence Silencers” (ESS) e “Intron Sequence Silencers” (ISS), 
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a los que se unen diferentes ribonucleoproteínas de la familia “Heterogeneous 
nuclear ribonucleoproteins” (hnRNP) (Heinrich et al., 2009). Los hnRNP promueven 
la exclusión de los exones dificultando la interacción de los diferentes factores de 
splicing con sus correspondientes secuencias (Figura 1-5). 
Aunque de manera general, las proteínas SR fomentan la inclusión de los exones 
y los hnRNP su exclusión, se han descrito situaciones concretas en las que el 
comportamiento de estos factores es el inverso. Además, los factores auxiliares 
se expresan de manera diferencial, lo que permite controlar la arquitectura de los 
mensajeros y regular las variantes de splicing que se expresan en cada tejido, tipo 
celular o en respuesta a unas condiciones fisiológicas concretas. Esta compleja red 
regulatoria, denominada el “código del splicing”, es uno de los principales factores 
implicados en la diferenciación tisular y celular (Blencowe, 2006). 
1.1.3 Splicing alternativo y transcripción
Una de las grandes cuestiones sobre la maduración de los pre-mensajeros fue 
determinar cuándo ocurría la escisión de los intrones. Se han descrito casos de 
procesamiento post-transcripción en los que los mensajeros inmaduros, principalmente 
por la retención de algún intrón, se acumulan en el núcleo a modo de reservorios, que 
más tarde, tras una estimulación adecuada, terminan su maduración para producir 
Figura 1-5 Regulación del proceso de splicing. El reconocimiento de los elementos cis está influido por el tamaño 
de los exones e intrones (definición de exones o intrones), por la presencia de secuencias potenciadoras (ESE e 
ISE) e inhibidoras (ESS e ISS) o por la disponibilidad de los factores de splicing, regulada por la unión de éstos 
al dominio CTD de las RNA Pol II, entre otros. Las cajas azules representan los exones, mientras que la líneas 
negras representan los intrones. Las fechas verdes indican influencias positivas y las barras rojas negativas.
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una rápida respuesta a dichos estímulos (Hernández-Torres et al., 2013; Vargas et 
al., 2011). Sin embargo, los últimos estudios indican que al menos el 80% del splicing 
ocurre de manera co-transcripcional, indicando que el AS es un proceso íntimamente 
conectado con la transcripción (Dujardin et al., 2013). 
El dominio C-terminal de la RNA polimerasa II (RNA Pol II) o CTD (“C-terminal 
domain”) tiene un papel decisivo en la regulación de la transcripción de los genes 
codificantes de proteína (Dujardin et al., 2013). El estado de fosforilación de este 
dominio CTD modula la actividad de la RNA polimerasa II por la unión de diversos 
factores de transcripción en función de diferentes estímulos, regulando tanto la 
actividad transcripcional general como la adición de la caperuza (CAP) y la cola 
de poliadenilas (PolyA) a los mensajeros. Asimismo, se han descrito interacciones 
de diversos factores implicados en el proceso de splicing (U1 snRNP, proteínas 
SR, hnRNPs, etc.) con el dominio CTD, siendo éstas dependientes de su estado 
de fosforilación (Figura 1-5). Se ha propuesto que esta interacción regula la 
disponibilidad de los factores de splicing (tanto básicos como auxiliares) e influye, 
por lo tanto, en el procesamiento de los pre-mensajeros, provocando la inclusión/
exclusión de exones determinados en respuesta a diversos estímulos (Dujardin et al., 
2013). Por otro lado, el correcto procesamiento de los exones iniciales y finales está 
influido por la interacción de la maquinaria de splicing con las proteínas del complejo 
implicado en la adición del CAP, el “CAP-Binding protein complex”) (CBPC), y con los 
factores relacionados con la adición de la cola de PolyA, el “cleavege/polyadenylation 
specificity factor” (CPSF), el “Cleavege stimulation factor” (CstF),, el “Clevage factor” 
(CF), y la “poly(a) polymerase” (PAP,) (Dujardin et al., 2013). 
La velocidad de elongación de la RNA Pol II es otro factor que influye sobre el 
procesamiento de los pre-mensajeros (Dujardin et al., 2013). Se ha propuesto un 
modelo competitivo en el que la velocidad de elongación influye sobre la unión de 
los factores de splicing con los elementos cis. Así, una velocidad de elongación 
lenta permitiría el reconocimiento de sitios de splicing débiles (secuencias muy 
degeneradas), mientras que en velocidades de elongación más rápidas, un potencial 
sitio de splicing posterior más potente (secuencia más conservada) podría competir 
con el sitio más débil en la unión de los distintos factores de splicing (tanto básicos 
como auxiliares), de modo que en el primer caso el exón sería incluido mientras que 
en segundo éste sería excluido. Otra hipótesis que podría explicar esta influencia de 
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la velocidad de elongación sobre el procesamiento de los mensajeros apunta a la 
estructura secundaria del RNA naciente, influida por la velocidad de elongación, que 
podría impedir o facilitar el reconocimiento de las distintas secuencias de los sitios de 
splicing (Dujardin et al., 2013). 
La velocidad de elongación de la RNA Pol II depende de múltiples factores. El 
estado energético de la célula es uno de ellos, siendo éste dependiente en gran 
medida del contenido de mitocondrias de la célula (das Neves et al., 2010). Dado 
que la segregación de las mitocondrias ocurre de manera estocástica durante la 
división celular, esta variación podría influir sobre el procesamiento diferencial de los 
mensajeros en las dos células hijas (das Neves et al., 2010; Rastrojo et al., 2013). 
Otro de los factores moduladores de la velocidad de transcripción es el estado de 
condensación de la cromatina. En este sentido, en estudios a gran escala se ha 
detectado una mayor presencia de nucleosomas sobre exones con sitios de splicing 
débiles que sobre exones constitutivos (De Conti et al., 2013; Luco et al., 2011). Se 
ha sugerido que la presencia de los nucleosomas sobre estos exones débiles podría 
reducir la velocidad de elongación de manera que se facilite el reconocimiento de estos 
sitios por la maquinaria de splicing. Este fenómeno establece una conexión entre los 
mecanismos epigenéticos y el AS, permitiendo explicar la expresión diferencial de 
algunas variantes de splicing en función del estadio de desarrollo e incluso entre 
tejidos y tipos celulares, como un factor complementario a la expresión diferencial de 
los distintos potenciadores e inhibidores del splicing (Luco et al., 2011). 
1.1.4 Implicaciones funcionales del splicing alternativo
El descubrimiento del AS y el creciente conocimiento de los procesos implicados en 
su regulación han puesto de manifiesto que la capacidad codificante del genoma 
de los organismos eucariotas es mucho mayor de la que se puede esperar de un 
análisis lineal de la secuencia genómica. Mediante AS es posible utilizar diferentes 
combinaciones de exones de un mismo gen para la producción de diversas proteínas 
con funciones potencialmente diferentes. Sin embargo, este proceso combinatorio no 
es aleatorio sino que está fuertemente regulado, lo que demuestra que el genoma, y 
su expresión, tienen una enorme plasticidad, permitiendo a los organismos adaptarse 
a las circunstancias ambientales concretas y al contexto fisiológico a través de 
la expresión diferencial de variantes de splicing, e isoformas proteicas, que les 
permitan responder a los estímulos de manera específica. Por lo tanto, el AS se 
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puede considerar como un mecanismo de regulación de la expresión génica. En 
general, estos mecanismos de regulación de la expresión génica actúan estimulando 
o reprimiendo globalmente la expresión, sin embargo, a través del AS, además de 
ejercer un control cuantitativo, también es posible un control cualitativo.
Conceptualmente, los distintos tipos de eventos de splicing alternativo, descritos en la 
Figura 1-4, se pueden agrupar en dos categorías: los que afectan a las regiones 5’ y 
3’ no traducidas de los mensajeros (5’ UTR y 3’UTR) y los que afectan a la secuencia 
codificante (Figura 1-6). En la primera categoría, la modificación de los extremos UTR 
puede afectar a la localización subcelular de los mensajeros, a su estabilidad, a la 
eficiencia de su traducción o la sensibilidad a la degradación mediada por microRNAs, 
controlando de este modo la expresión cuantitativa del gen (Figura 1-6) (Holt and 
Bullock, 2009; Martin and Ephrussi, 2009). Un ejemplo de este fenómeno es el gen 
SC35, cuya expresión produce varios mensajeros maduros, que codifican la misma 
proteína, pero que presentan diferencias en sus extremos 3’ UTR lo que provoca 
cambios en la vida media de éstos, controlando los niveles de expresión de la proteína 
(Sureau and Perbal, 1994). Curiosamente, la proteína SC35 pertenece a la familia de 
proteínas reguladoras del splicing SR de modo que la regulación de su expresión a 
través de AS afecta recíprocamente el AS de otros mensajeros (Sureau and Perbal, 
1994). La expresión del co-receptor CD3ζ, implicado en la señalización intracelular 
mediada por antígeno, también está regulada de manera similar. La región 3’UTR 
del mensajero de CD3ζ contiene un intrón con varios “AU-rich elements” (AREs), 
regiones ricas en adeninas y uradinas, que aumenta la estabilidad del mensajero y la 
eficiencia de su traducción (Chowdhury et al., 2006; Martinez and Lynch, 2013). Sin 
Modicación de los UTRs Modicación de los UTRsModicación de la secuencia codicante
DNA genómico
Figura 1-6 Clasificación de los diferentes eventos de splicing en función de su influencia en la modificación de la 
secuencia codificante o los extremos UTR. 
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embargo, esta región es eliminada mediante AS en células en reposo, de manera que 
la expresión del receptor en estas células es menor que tras la activación mediada 
por antígeno, cuando este intrón es retenido y las secuencias allí presente ejercen su 
influencia (Figura 1-7). 
Por otro lado, los eventos de splicing que afectan a la secuencia codificante permiten 
ejercer un control cualitativo de la expresión génica (Figura 1-6) que ha sido asociado 
con diversos procesos biológicos (Kelemen et al., 2013; Stamm et al., 2005). Mediante 
AS es posible obtener isoformas proteicas con una diferente composición de dominios 
estructurales, lo que puede afectar a la función que desempeñan. Entre otros, se han 
descrito eventos de AS que conducen a la producción de isoformas constitutivamente 
activas por la ausencia de dominios proteicos reguladores, de dominantes negativos 
de la isoforma canónica por la pérdida/ganancia de alguno de estos dominios, de 
isoformas con diferente localización subcelular, de isoformas con diferente capacidad 
de unión a otras proteínas o ligandos afectando incluso a la especificidad de sustrato 
de algunos enzimas, etc. (Kelemen et al., 2013; Stamm et al., 2005). El receptor de 
Figura 1-7 Ejemplos de la influencia del AS sobre la expresión génica, cualitativamente (CD45) y cuantitativamente 
(CD3ζ), en función de la activación de los linfocitos T. Los rectángulos de colores representan exones de la 
secuencia codificante, mientras que los grises representan las regiones UTRs. 
Linfocito T en reposo
Mensajeros CD3ζ: control de la estabilidad del mensajero
AREs (AU-rich elements)
Exones correspondientes 
con el dominio extracelular
Degradación
Mensajeros CD45: control de la actividad mediada por AS
CD45 activo CD45 inactivoReceptor TCR en reposo Receptor TCR activado
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insulina es un claro ejemplo de este tipo de regulación. Durante el desarrollo fetal se 
detecta la expresión de la isoforma A, producida por la exclusión del exón 11, que 
además de presentar una alta afinidad por insulina es capaz de reconocer factores 
de crecimiento de la familia “Insulin-like growth factor” (IGF), mientras que en adulto 
la isoforma B (que incluye el exón 11) es la más expresada, no siendo capaz de 
interaccionar con dichos factores de crecimiento (Frasca et al., 1999; Pandini et al., 
2002). Otro ejemplo, quizás el más estudiado, es el caso del receptor de membrana 
CD45, fundamental para la activación de los linfocitos T. Tras la estimulación de 
estos linfocitos, los exones correspondientes con el dominio extracelular del receptor 
CD45 son excluidos del mensajero, produciéndose receptores truncados que 
homodimerizan, lo que antes no era posible debido a la presencia de glicosilaciones 
en el receptor completo, provocando la inactivación de su actividad fosfatasa y 
contribuyendo a la regulación de la activación de los linfocitos T (Figura 1-7) (Lynch, 
2004; Martinez and Lynch, 2013; Martinez et al., 2012).
Dentro del grupo de eventos de splicing que afectan a la secuencia codificante de 
los mensajeros destacan aquellos que provocan la aparición de codones prematuros 
de terminación de la traducción (PTC - “Premature stop codons”), considerados por 
lo tanto no codificantes. Generalmente, los mensajeros que presentan un PTC son 
eliminados por el sistema de degradación de mensajeros sin sentido o “Nonsense-
mediated decay” (NMD) (Chang et al., 2007). Este mecanismo de degradación selectiva 
supone un vínculo entre la maquinaria de splicing y la traducción de los mensajeros. 
En las uniones de exones, tras la eliminación de los intrones, permanecen asociados 
un complejo proteico denominado “Exon junction complex” (EJC), que participa en 
el transporte de los mensajeros al citoplasma y son eliminados por el avance del 
ribosoma durante la traducción (Chang et al., 2007). Sin embargo, si el codón de 
terminación se localiza más allá de 50-55 pb hacia el extremo 5’ de la última unión 
de exones, el complejo EJC de esta última unión no es eliminado por el ribosoma, 
lo que desencadena una cascada de señalización que acaba en la degradación del 
mensajero. Inicialmente se consideró este proceso como un mecanismo de control 
para evitar la producción de isoformas proteicas aberrantes, que eventualmente 
podrían ser perjudiciales para el organismo. Sin embargo, estudios recientes apuntan 
que este mecanismo podría ser utilizado para controlar los niveles globales de 
expresión. Así, el control de la producción de este tipo de variantes no codificantes 
podría influir sobre los niveles de expresión de las variantes codificantes, y por lo 
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tanto, de las proteínas correspondientes, sin modificar los niveles de expresión del 
gen a nivel de RNA (Hwang and Kim, 2013). 
Además de la influencia sobre rutas y procesos biológicos concretos, el AS ejerce 
una influencia global, que ha sido relacionada con la diferenciación celular y tisular. A 
través de la expresión diferencial de factores reguladores de splicing, como MBNL1 y 
CUGBP-1 en tejido muscular (Bland et al., 2010; Kalsotra et al., 2008) o RBFOX1 en 
el sistema nervioso (Fogel et al., 2012) entre otros, junto a mecanismos epigenéticos, 
que modifican tanto la accesibilidad de los sitios de splicing como la unión de los 
factores regulados, se estable un programa concreto de expresión génica, tanto 
cuantitativo como cualitativo, que conduce al desarrollo tisular y celular específico. 
En este sentido, se está investigando el papel que el AS puede jugar en el proceso 
de diferenciación de las células madre, lo que podría tener importantes aplicaciones 
terapéuticas (Fu et al., 2009). Esta influencia global, trasladada al contexto evolutivo, 
ha sido propuesta como uno de los factores fundamentales en la diversificación de las 
especies (Blencowe, 2006; Merkin et al., 2012; Mudge et al., 2011; Pan et al., 2008). 
Recientemente, mediante estudios a gran escala en vertebrados, se ha observado 
un alto grado de diversidad en cuando a la influencia del AS en distintas especies, 
encontrado el mayor grado de AS en el grupo de los primates (Barbosa-Morais et 
al., 2012). Además, se muestra que el perfil de AS tiene una gran divergencia entre 
especies, siendo el patrón de expresión de los tejidos de una especie más próximo 
al de otros tejidos de esta misma, que al tejido equivalente en otra especie (Barbosa-
Morais et al., 2012), aunque se han encontrado algunos elementos comunes que 
podrían ser la base para definir un tejido o tipo celular (Merkin et al., 2012). Por ello, 
se ha propuesto al AS como uno de los motores de la evolución. En este sentido, 
cambios en el patrón de splicing de un determinado gen, podría generar nuevas 
variantes de splicing que eventualmente podrían ser seleccionadas, permitiendo la 
evolución de las especies sin alterar la función original del gen (Boue et al., 2003). 
1.1.5 Splicing alternativo y enfermedades
Pese a la fuerte regulación del AS y a los mecanismos de eliminación de mensajeros 
aberrantes por NMD, la alteración del correcto procesamiento de los mensajeros 
es uno de los principales factores en el desarrollo de enfermedades. En humano, 
el 60% de las mutaciones causantes de enfermedad están relacionadas con el 
splicing (Villate et al., 2008; Wang and Cooper, 2007). Éstas pueden afectar a los 
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sitios de splicing (5’ donador, punto de ramificación o 3’ aceptor) o a las secuencias 
activadoras e inhibidoras, alterando el correcto reconocimiento de exones e intrones. 
También es posible que mutaciones silenciosas en los exones o mutaciones en los 
intrones permitan la aparición de nuevos sitios de splicing o secuencias reguladoras, 
provocando cambios en el patrón normal de splicing. Estas mutaciones pueden 
afectar a la expresión de un gen concreto, como en la ß-talasemia o la fibrosis 
quística atípica (Villate et al., 2008), pero también pueden afectar a elementos de 
la maquinaria del splicing o a factores auxiliares, lo que provoca una alteración 
global del splicing alternativo, como ocurre en la Retinitis pigmentosa o en la Atrofia 
muscular espinal (Villate et al., 2008). Un caso especial de este tipo de alteraciones 
es aquel en el que la alteración no reside en el factor de splicing afectado, como es 
el caso de la Distrofia miotónica tipo 1, en la que la expansión de tripletes CUG en el 
extremo 3’ UTR del gen DMPK conduce al secuestro del factor de splicing MBNL1, 
lo que provoca la sobre-expresión del factor CUGBP-1, que en combinación altera 
globalmente el procesamiento de varios mensajeros produciendo esta compleja 
enfermedad (Kanadia et al., 2003; Miller et al., 2000). El splicing aberrante también ha 
sido asociado al desarrollo de procesos cancerígenos, su metástasis y la resistencia 
de éstos a la quimioterapia (Pal et al., 2012). Uno de los casos mejor estudiados es el 
del gen CD44, cuya expresión produce varios mensajeros codificantes en varios tipos 
celulares y por lo tanto, varios receptores de membrana implicados en la adhesión 
celular. Sin embargo, se ha observado una sobre-expresión del gen en células 
metastáticas y un cambio en el patrón de AS, expresando preferentemente la variante 
CD44v6, contra la que se están desarrollando nuevas estrategias terapéuticas 
(Bennett et al., 1995a; Bennett et al., 1995b; Heider et al., 2004). 
1.1.6 Splicing alternativo y nuevas tecnologias
Aunque el avance en el conocimiento del AS y sus implicaciones en diversos 
procesos biológicos, tanto normales como en enfermedades, ha sido inmenso, la 
comunidad científica sigue considerándolo como algo anecdótico, quedando su 
investigación relegada al ámbito de lo patológico, ignorando por tanto, su potencial 
influencia en el resto de procesos biológicos. Sólo en los últimos años, con el avance 
de la tecnología, y en especial en las técnicas de secuenciación masiva de RNA 
(RNA-seq), se han logrado grandes avances en la compresión del alcance del AS 
en diferentes procesos biológicos, tanto normales como patológicos. Sin embargo, 
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estas técnicas de secuenciación masiva, aunque nos proporcionan una visión global, 
presentan algunas limitaciones que suponen un freno a dicho avance. Entre otros, 
cabe destacar la deficiente anotación de los genomas, usados como referencia para 
los estudios de RNA-seq, por el creciente uso de predicciones bioinformáticas, que, 
aunque bienintencionadas, suponen la generalización de los parámetros biológicos, 
que en ocasiones conduce a graves errores, sobre todo en el uso de secuencias 
de una especie para la predicción de la anotación en otras especies. Otra de las 
grandes limitaciones de estas técnicas de secuenciación masiva reside en el análisis 
informático de la ingente información obtenida, y en especial, en el ensamblaje de 
mensajeros, que dada la naturaleza fragmentaria de las secuencias obtenidas, es 
un proceso complejo lleno de potenciales incertidumbres en la asignación de las 
lecturas a mensajeros concretos. Por ello, la mayoría de los estudios a gran escala 
se limitan a la anotación existente en las bases de datos o a anotaciones arbitrarias 
generadas por la combinación de los exones descritos, ignorando los potenciales 
eventos de splicing aún no descritos. 
Por lo tanto, el análisis del AS, mediante técnicas convencionales, sigue siendo 
fundamental para obtener una visión real del alcance de este fenómeno en cada uno 
de los genes. En especial, resulta crucial el análisis del AS en condiciones normales, 
para una mejor compresión de los cambios observados en procesos patológicos y el 
desarrollo de terapias más eficaces y específicas carentes de efectos secundarios 
indeseados (Villate et al., 2008). Asimismo, el estudio comparativo del AS en diferentes 
especies puede ayudarnos a entender su contribución a la evolución de las especies, 
a través de la plasticidad que este mecanismo proporciona al genoma y su expresión. 
El análisis del AS en otras especies, además, puede ayudar a comprender la función 
de variantes de splicing conservadas en humano, e incluso aquellas no conservadas 
pueden mejorar nuestra compresión sobre los mecanismos de regulación de la 
expresión génica y su contribución a los procesos biológicos en los que éstas están 
implicadas, proporcionando vías alternativas para el desarrollo de nuevas terapias. 
12 La región del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase III
Dado el papel central que el AS tiene sobre la regulación de la expresión génica, 
confiriendo al genoma de una plasticidad antes inimaginable, el objetivo principal del 
laboratorio es el estudio comparativo de este fenómeno en diferentes especies con 
especial interés en el papel diversificador del AS y su implicación en el desarrollo de 
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Figura 1-8 Localización de la región del MHC humano en el cromosoma 6. En la parte inferior se detallan los 
genes descritos en la región de clase III, representados a escala, lo que permite observar la concentración génica.
Adicionalmente, se indica con un código de colores la implicación de cada uno de los genes en diversas funciones 
biológicas. 
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de clase III, “Major Histocompatibility Complex” (MHC), situada en el cromosoma 
6p21.3 humano entre las regiones de clase I y II (Figura 1-8), en las que están 
codificados las moléculas de histocompatibilidad implicadas en la presentación de 
antígenos a los linfocitos T y B (Horton et al., 2004; Stephens et al., 1999).
La región central de clase III es una de las regiones con mayor densidad génica 
del genoma humano, con 71 genes codificantes, 5 pseudogenes y 20 genes no 
codificantes (rRNA, miRNA, ncRNAs, snRNA y snoRNA) en tan sólo 0.9 Mb (Xie 
et al., 2003). Entre los genes codificantes se encuentran algunos con funciones 
relacionadas con el sistema inmune como los componentes del complemento 
C4A, C4B y Factor B (BF), citoquinas pro-inflamatorias como Factor de Necrosis 
Tumoral (“Tumor Necrosis Factor”, TNF-α) o las linfotoxinas α y β (LTα y LTβ) (Xie 
et al., 2003), y receptores activadores de células “Natural Killer” (“Natural Citotoxicity 
Receptor 3”, NCR3) (Neville and Campbell, 1999) (Figura 1-8). Sin embargo, 
también encontramos genes con un amplio espectro de funciones, incluyendo 
enzimas como la ácido lisofosfatídico acil transferasa (“1-acylglycerol-3-phosphate-
O-acyltransferase”, AGPAT1) (Aguado and Campbell, 1998), la palmitoil proteína 
tioesterasa (PPT2) (Aguado and Campbell, 1999) o la sialidasa Neu 1 (Milner et al., 
1997), una valyl tRNA sintetasa (VARS2) (Hsieh and Campbell, 1991), el receptor de 
productos de glicosilación avanzada (“advanced glycosylation end product-specific 
receptor”, AGER) (Neeper et al., 1992), un miembro de la familia IkappaB (NFKBIL1) 
(Albertella and Campbell, 1994) y genes implicados en la regulación transcripcional 
y el procesamiento de RNA mensajeros como el “pre-B-cell leukemia homeobox 2” 
(PBX2) (Aguado and Campbell, 1995) y “DEAD box protein 39B” (DDX39b) (Luo et 
al., 2001) (Figura 1-8). 
Las regiones de clase I y II presentan un alto grado de polimorfismo, lo que permite 
a las distintas moléculas de MHC de tipo I y II reconocer los diversos antígenos a 
los que deben enfrentarse, sin embargo, este alto grado de variación también está 
implicado en la susceptibilidad a diversas enfermedades (Vandiedonck and Knight, 
2009). La región de clase III no es una excepción en este sentido, habiéndose 
descrito numerosas enfermedades con una fuerte vinculación con esta región como 
la inmunodeficiencia variable común (“common variable immunodeficiency”, CVID) 
(Cucca et al., 1998; Schroeder et al., 1998), la artritis reumatoide (Bali et al., 1999; 
-36-
Alberto Rastrojo Lastras
Chiba et al., 2011; Hu et al., 2011; Jenkins et al., 2000; Kilding and Wilson, 2005), la 
diabetes tipo I (Kumar et al., 2012) o el lupus eritematoso sistémico (“systemic lupus 
erythematosus”, SLE) (Boteva et al., 2012), así como un mayor o menor grado de 
afección en procesos infecciosos tales como la malaria (Delahaye et al., 2007), la 
hepatitis C (Shichi et al., 2005) o el “Sindrome de inmunodeficiencia adquirida” (SIDA) 
(Guergnon et al., 2012), lo que la convierte en una región modelo para estudios 
genéticos (Vandiedonck and Knight, 2009). 
Aunque muchos de los genes localizados en la región de clase III no muestran una 
asociación directa con el funcionamiento del sistema inmune, se puede observar un 
alto grado de conservación de éstos y su organización (sintenia), junto a las clases I 
y II, en la mayoría de los mamíferos (Deakin et al., 2006; Hurt et al., 2004; Peelman 
et al., 1996; Qin et al., 2008; Renard et al., 2006; Walter et al., 2002). Sin embargo, 
se cree que el origen de esta organización génica se remonta incluso hasta los 
anfibios, hace unos 350 millones de años (Ma) (Deakin et al., 2006; Flajnik et al., 
2012). Por ello, esta región resulta idónea para el estudio comparativo del splicing 
alternativo, minimizando el efecto de otros procesos sobre éste. En este sentido, 
estudios previos en el laboratorio, han demostrado que los genes de la región de 
MHC de clase III muestran un alto grado AS, encontrando una gran diversidad entre 
especies (Calvanese et al., 2008; Hernández-Torres et al., 2013; López-Díez et al., 
2013; Mallya et al., 2002, 2006). 
13 Splicing alternativo del gen NCR3
Este trabajo se centra en el estudio del AS del gen NCR3, localizado en la región 
del MHC de clase III (Figura 1-8), en su extremo telomérico, entre los genes LST1 
y AIF1 (Neville and Campbell, 1999). El gen NCR3 se describió en 1996 (entonces 
llamado 1C7) (Nalabolu et al., 1996) mediante el rastreo de una librería de cDNA 
por hibridación contra un “Yeast artificial chromosome” (YAC) que contenía una 
parte importante de la región MHC de clase III humano, cuya secuencia era aún 
desconocida. Se detectaron tres cDNAs de diferentes tamaños que hibridaban en 
la misma región del YAC, que presentaban diferencias en sus extremos 3’, lo que 
sugería un procesamiento alternativo (Nalabolu et al., 1996).
Neville et al� (1999) (Neville and Campbell, 1999) estudiaron los potenciales genes 
que se habían descrito en la región MHC de clase III de la que se acababa de 
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obtener la secuencia completa (The MHC sequencing consortium, 1999).Utilizando 
las secuencias previamente descritas descubrieron que los cDNAs del gen NCR3 
estaban formados por 4 exones, siendo los tres primeros comunes y el último diferente 
para cada uno de los cDNAs (exones 4I, 4II y 4III) (Figura 1-9), lo que confirmaba 
su generación por AS. Por tanto, los tres transcritos descritos podían codificar tres 
proteínas diferentes en su extremo C-terminal y fueron nombrados 1C7a, 1C7b y 
1C7c (referidos aquí como A, B  y C, Figura 1-9). Basándose en los exones que habían 
conseguido posicionar diseñaron cebadores para hacer un análisis más profundo de 
la expresión del gen NCR3 usando RT-PCR en varias líneas celulares. Además de 
estos mensajeros encontraron seis nuevos. Tres de ellos,  nombrados 1C7e, 1C7d, y 
1C7f y referidos aquí como D, E y F, presentaban el exón 2 dividido en dos partes por 
la ausencia de 75 pb, causado por un evento de splicing alternativo, en combinación 
con los exones 4 descritos (Figura 1-9). Los tres restantes sólo conservaban la 
segunda mitad del exón 2, combinados con los exones finales alternativos. Estos 
mensajeros, nombrados aquí como NC1, NC2 y NC3, presentan un cambio de fase 
que desencadena la aparición de un codón prematuro de parada, y por lo tanto, se 
trata de mensajeros no codificantes (Figura 1-9). 
Figura 1-9 Splicing alternativo del gen NCR3. En la parte superior se representa la estructura exónica del gen 
NCR3, mientras que en la parte inferior se detalla las variantes de splicing descritas por Neville et al� (1999). Los 
números sobre la estructura exónica se refieren al tamaño en pares de bases (pb) .  
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La estructura genómica del gen NCR3 consta, por lo tanto, de 5 potenciales exones 
(Figura 1-9). El exón 1, de 307 pb desde el inicio de transcripción, que contiene 
el codón de iniciación de la traducción en la posición +264, precede al intrón 1 de 
2552 pb. El exón 2 comprende 345 pb, pero puede subdividirse en dos exones 
independientes de 152 pb (2I) y 118 pb (2II), dejando un pequeño intrón intermedio 
de 75 pb. El intrón 2, de 148 pb, precede al exón 3 que comprende 108 pb. Después 
de un pequeño intrón de 137 pb encontramos el primer exón 4 (4I) de 115 pb cuyo 
codón de terminación se sitúa en la posición +77 con respecto al inicio del exón. 
Tras este primer exón final existe una pequeña región intrónica de 42 pb a la que le 
sigue el exón 4II de 337 pb, solapante con el exón 4III (282 pb), que comenzaría 55 
pb después del primero. Pese a que las secuencias de los exones 4II y 4III solapan 
en una parte importante, la secuencia teóricamente codificante de ambos exones no 
lo hace, ya que en los 55 pb no compartidos existe un codón de terminación  (+38 
respecto del exón 4II) en fase con el inicio de la traducción descrito, y por lo tanto, 
la secuencia que el exón 4II comparte con el exón 4III se comportaría como UTR 
para los mensajeros portadores de este exón. Existe en el exón 4III otro codón de 
terminación en fase con el codón de inicio de la traducción en la posición +110 con 
respecto al propio exón (Figura 1-9).
En base a los resultado obtenidos por Neville et al (1999) (Neville and Campbell, 
1999) se deduce que el gen NCR3 puede generar seis potenciales isoformas 
proteicas diferentes (A-F en Figura 1-10). Estas hipotéticas proteínas tendrían un 
Figura 1-10 Representación esquemática de las potenciales isoformas proteicas generadas por el splicing 
alternativo del gen NCR3. 
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péptido señal compuesto por los 18 primeros aminoácidos, codificados en el exón 
1. Las isoformas  A, B y C contendrían un potencial dominio inmunoglobulina (Ig) 
de tipo V (IgV, aminoácidos 19-128) codificado por el exón 2 completo, estando las 
cisteínas de las posiciones 39 y 108 implicadas en la formación del puente disulfuro 
característico de este tipo de dominio (Figura 1-10). En las variantes D, E y F el exón 
2 se encuentra dividido en 2 partes, sin embargo, la fase de lectura desde el codón de 
inicio de la traducción se mantiene, lo que provoca una deleción de 25 aminoácidos 
que genera un cambio en el tipo de dominio inmunoglobulina codificado, de tipo 
V a tipo C2 (IgC, Figura 1-10) (Neville and Campbell, 1999). Todas las isoformas 
contienen una región transmembrana codificada por el exón 3, que estaría formada 
por los aminoácidos 139 a 161 en las isoformas A, B y C, y por los aminoácidos 114 a 
136 en D, E y F (Figura 1-10). El resto de las proteínas se comportaría como dominio 
citoplasmático, codificados por los tres exones 4 alternativos (4I, 4II y 4III), de 36 aa 
en el caso de las isoformas A y E, 25 aa en C y F y tan sólo 12 en las variantes B y 
D (Figura 1-10). 
Tan sólo unos meses después de la descripción del AS del gen NCR3, se identificó 
la función de este gen. Pende et al� (1999) (Pende et al., 1999) identificaron un 
nuevo receptor presente en células NK, al que denominaron NKp30, implicado en 
la activación de estas células frente a diferentes células tumorales. Tras el rastreo 
de una librería de cDNA, identificaron la secuencia del mensajero correspondiente 
con este nuevo receptor, que resultó ser idéntica a la variante 1C7c, recientemente 
descrita. Sin embargo, resulta llamativo, que pese a mencionar la existencia de otras 
variantes de splicing, éstas y sus posibles implicaciones funcionales fueran ignoradas, 
siendo ésta la tendencia seguida en la investigación de este receptor. 
14 Las células NaturalKiller y el receptor NCR3
Pese a que la expresión del gen NCR3 puede producir al menos seis potenciales 
isoformas proteicas diferentes, en este apartado se habla del receptor NCR3 de 
manera genérica sin especificar una isoforma concreta, dado que la mayoría de los 
trabajos referidos tampoco hacen esta especificación. 
El receptor NCR3, perteneciente a la familia Natural Citotoxicity Receptor, es uno 
de los tres principales receptores activadores de células Natural killer (NK), que se 
identificaron inicialmente por su capacidad de eliminar células tumorales en ausencia 
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de estimulación previa, y por no presentar en su superficie receptores generados 
por recombinación homóloga como en los linfocitos T o B (receptor TCR y BCR, 
respectivamente) (Bryceson et al., 2006; Moretta et al., 2002a). También son 
responsables de la eliminación de células infectadas por virus y otros microorganismos 
infecciosos como bacterias, hongos y parásitos (Bogdan, 2012; Jost and Altfeld, 
2013; Mavoungou et al., 2007; Schmidt et al., 2013), proporcionando una respuesta 
rápida, antes de que se desencadene la respuesta del sistema inmune adaptativo. 
Por ello, se considera que las células NK son las principales efectoras del sistema 
inmune innato, ofreciendo una respuesta primaria frente a procesos infecciosos y el 
desarrollo de tumores (Bryceson et al., 2006). Las células NK son linfocitos derivados 
de la médula ósea, que completan su maduración en órganos linfoides secundarios 
(“Secondary lymphoid tissue”, SLT) (Caligiuri, 2008), como la amígdala o los nodos 
linfáticos, aunque se han detectados precursores inmaduros comunes con los 
linfocitos T en el timo (Moretta et al., 2002c; Sanchez et al., 1994). Comparten con 
sus parientes, los linfocitos T citotóxicos (CD8+), los mecanismos para la eliminación 
de las células diana, a través de la formación de una sinapsis inmunológica con ésta, 
la secreción de perforina y granzima, y la inducción de apoptosis a través de ligandos 
como FasL y TRAIL (Miletic et al., 2013). 
A diferencia de los linfocitos T y B, cuya activación depende de los péptidos 
presentados en las moléculas MHC de clase I y II respectivamente, la activación 
de las células NK no depende de la presentación antigénica, aunque si requiere 
de la presencia de moléculas de MHC de clase I para el control de su citotoxicidad. 
La activación de las células NK está regulada por un fino equilibrio de señales que 
les permiten discriminar las células sanas de aquellas que han sido infectadas o 
están sufriendo un proceso de transformación. Por un lado, las células NK poseen 
Familia KIR CD94/NKG2A NKR-P1ALILRB1
LLT-1 MICA/B y ULBPs Región Fc 
de las IgG
MHC clase I
(A, B y C)
MHC clase I
(E)
NKG2D/DAP102B4
CD48
CD16/CD3ζ NTB-A NCR1
(CD3ζ/FcεRIγ)
NCR2/DAP12 NCR3/CD3ζ
NTB-A Hemaglutininas PfEMP-1 B7-H6
Células diana
Células NK Señales inhibitorias Señales activadoras
Figura 1-11 Principales receptores inhibidores y activadores, y sus ligandos, implicados en la regulación de la 
actividad de las células NK.
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diversos receptores inhibidores que reconocen las moléculas de MHC de clase I 
como indicador del estado de salud de la célula diana (Figura 1-11). Las moléculas 
clásicas del MHC de clase I (tipo A, B y C) son reconocidas, principalmente, por 
miembros de la familia de receptores “Killer immunoglobin (Ig)-like receptors” (KIR) 
en humano, mientras que las moléculas MHC de clase I no clásicas (tipo E) son 
reconocidas por el heterodímero CD94/NKG2A, perteneciente a la familia de las 
lectinas (Figura 1-11) (Bryceson et al., 2006; Caligiuri, 2008; Jost and Altfeld, 2013; 
Long et al., 2013; Moretta et al., 2002a). Ambos tipos de receptores poseen en 
sus respectivos dominios intracelulares motivos “Immunoreceptor tyrosine-based 
inhibitory motif” (ITIM), que son fosforilados tras la interacción con las moléculas de 
MHC de clase I, permitiendo la asociación de las fosfatasas “Src homology 2 domain-
containing phosphatase” (SHP-1 o SHP-2) cuya actividad conduce a inhibición de las 
células NK (Bryceson et al., 2006; Caligiuri, 2008). Esta señal inhibitoria, mediada 
por la presencia de moléculas de MHC de clase I en la célula diana, es dominante 
sobre las señales activadoras, evitándose de este modo la eliminación de células 
sanas. Por lo tanto, la ausencia o disminución de la expresión de las moléculas de 
MHC de clase I, lo que ocurre en procesos infecciosos o en el desarrollo tumoral para 
evitar la respuesta citotóxica de los linfocitos T CD8+ (Lanier, 2008), es el primer paso 
para la activación de las células NK, aunque no es suficiente para desencadenar la 
respuesta citotóxica de estas células, sino que es necesaria la estimulación de éstas 
a través de los diversos receptores activadores. 
Aunque ha quedado demostrado que la activación de las células NK, en ausencia 
de señales inhibitorias, depende de la estimulación coordinada de varios receptores 
y co-receptores, cabe destacar el papel principal que tienen el receptor NKG2D y 
los miembros de la familia NCR en la activación de estas células frente a diversos 
tipos de células tumorales y células infectadas (Figura 1-11) (Moretta et al., 2000). El 
receptor NKG2D, perteneciente a la familia de las lectinas y expresado de manera 
constitutiva en las células NK, y también en células T, reconoce a los ligandos “MHC 
class I chain-related proteins A and B” (MICA/B) y a los miembros de la familia “UL16 
binding protein” (ULBP), que se inducen en las células diana en situaciones de estrés 
genotóxico y durante procesos de transformación, permitiendo su reconocimiento y 
eliminación (Figura 1-11) (Chitadze et al., 2013; Jost and Altfeld, 2013; Sutherland et 
al., 2006). Por otro lado, los receptores de la familia NCR (NCR1, NCR2 y NCR3), 
pertenecientes a la super-familia de las inmunoglobulinas, colaboran, entre sí y con 
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otros co-receptores, en la activación de las células NK frente a células tumorales. Sin 
embargo, sólo en el caso del receptor NCR3 se ha identificado un potencial ligando 
en estas células, B7-H6 que parece expresarse de manera exclusiva en células 
tumorales (Figura 1-11) (Brandt et al., 2009; Joyce et al., 2011; Kaifu et al., 2011; Li et 
al., 2011). También se ha sugerido, con cierta controversia, que el reconocimiento de 
las células tumorales por parte de los tres miembros de la familia NCR podría estar 
mediado por la presencia de diferentes glicosaminoglicanos (GAGs) en la membrana 
celular (Bloushtain et al., 2004; Hecht et al., 2009; Hershkovitz et al., 2008; Ito et 
al., 2012; Porgador, 2005; Warren et al., 2005). Estos receptores han sido también 
implicados en la identificación y eliminación de células infectadas por diferentes virus. 
Así NCR1 y NCR2, reconocen la hemaglutinina del virus de la gripe y del virus Sendai 
(Arnon et al., 2001; Jarahian et al., 2009) y la hemaglutinina-neuraminidasa del virus 
de la enfermedad de Newcastle (Jarahian et al., 2009), NCR1 y NCR3 reconocen 
las hemaglutininas de Vaccinia y Ectromelia (Jarahian et al., 2011) y NCR3 también 
es capaz de interaccionar con la proteína pp65 del citomegalovirus humano, sin 
embargo, en este caso la señalización es inhibida por dicha interacción, siendo este 
un mecanismos utilizado por el virus para evadir la respuesta inmune (Arnon et al., 
2005). Además, tanto NCR1 como NCR3, han sido implicados en la respuesta inmune 
frente a la malaria, a través del reconocimiento del ligando “P� falciparum erythrocyte 
membrane protein–1” (PfEMP-1) en la superficie de los eritrocitos infectados por el 
parásito Plasmodium falciparum (Jost and Altfeld, 2013; Mavoungou et al., 2007). 
Tanto NCR1 como NCR3 se expresan de manera constitutiva en las células NK, 
mientras que la expresión del receptor NCR2 se induce tras la estimulación con IL-2 
(de Rham et al., 2007), lo que propone un papel de apoyo para este receptor. 
Una característica común a estos receptores activadores es la ausencia de 
motivos que permitan la transmisión de la señal al interior celular, por lo que en 
la mayoría de los casos éstos se asocian con proteínas adaptadoras que poseen 
un dominio “Immunoreceptor tyrosine-based activating motif” (ITAM) u otros motivos 
susceptibles de ser fosforilados, que generalmente interaccionan a través de puentes 
salinos creados con aminoácidos cargados positivamente localizados en la región 
transmembrana de los receptores (Biassoni et al., 2003). NKG2D se asocia con 
la proteína adaptadora DAP10, que tras su fosforilación, permite la señalización a 
través de la ruta “Phosphatidylinositide 3-kinase” (PI3K). NCR1 se asocia con CD3ζ 
y FcεRIγ, ambos con motivos ITAM, NCR3 se asocia con CD3ζ y NCR2 interacciona 
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con DAP12, que también posee un motivo ITAM (Biassoni et al., 2003; Moretta 
et al., 2002b). La fosforilación de estás proteínas adaptadoras tras la adecuada 
estimulación de los receptores, permite la interacción de las quinasas Syk y ZAP-70, 
que en última instancia desencadenan la señalización necesaria para la activación de 
la respuesta citotóxica, incluyendo la reorganización del citoesqueleto para formar la 
sinapsis inmunológica con la célula diana, la exocitosis de las vesículas de gramzima 
y perforina, y la activación de la rutas de señalización “Nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells” (NF-κB) y “Nuclear factor of activated T-cells” 
(NFAT) (Lanier, 2008). 
Las células NK, aunque no presentan la diversidad clonal de los linfocitos T o B, 
también muestran un alto grado de diversidad, en especial en la expresión de los 
distintos receptores inhibidores de la familia KIR, expresando cada célula NK individual 
un sub-conjunto de estos receptor (Caligiuri, 2008), lo que les permite reconocer 
pequeñas variaciones en la expresión de las moléculas de MHC de clase I. Cabría 
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Figura 1-12 Mecanismo de control de las células NK sobre la respuesta inmune adaptativa. En el panel de la 
izquierda se muestra este proceso durante la respuesta inmune normal. En el panel de la derecha se muestra la 
descoordinación de este proceso durante la infección por HIV. El grosor de las fechas indica la intensidad de las 
conexiones. 
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esperar que la ausencia de receptores inhibidores, o la deficiencia global de expresión 
de moléculas de MHC de clase I en el organismo, provocase una hiperactividad de 
las células NK. Sin embargo, los resultados experimentales han permitido comprobar 
que las células NK presentan en realidad una reducida capacidad citotóxica en 
estas situaciones (Bryceson et al., 2006; Cruz-Munoz and Veillette, 2010; Kim et 
al., 2005; Long et al., 2013). Se ha postulado que las señales inhibitorias, a través 
de un mecanismo aún desconocido denominado “educación”, están implicadas en 
el establecimiento de la auto-tolerancia de las células NK. Se cree que la ausencia 
global de señales inhibitorias evita el desarrollo de la citotoxicidad de estas células 
a través de la estimulación de los receptores activadores, dado que sin éstas no 
es posible la discriminación de las células sanas de aquellas que están sufriendo 
un proceso infeccioso o tumoral. Por lo tanto, la educación de las células NK es un 
mecanismo conservador que evita la auto-reactividad de las células NK, y sólo en el 
caso de que estas células reciban esta educación a través de las señales inhibitorias 
podrán desarrollar completamente su citotoxicidad. 
Una excepción a este proceso de educación es la citotoxicidad mediada por 
anticuerpos (“Antibody-dependent cellular cytotoxicity”, ADCC) que las células NK 
pueden desarrollar a través del receptor de inmunoglobulinas de baja afinidad CD16 
(FcγRIIIA), que se asocia con el adaptador CD3ζ para la transmisión de la señalización 
(Figura 1-11). La expresión de este receptor permite que las células NK eliminen 
células marcadas con anticuerpos (tipo IgG). Esta capacidad no está limitada por 
el proceso de educación debido a que el marcaje con anticuerpos procede de una 
respuesta del sistema inmune adaptativo y por lo tanto, ya ha superado todos los 
controles necesarios para evitar el desarrollo de auto-reactividad. Esta comunicación 
entre las células NK y el sistema inmune adaptativo no es la única conexión existente 
entre ellos, y aunque las células NK se clasifican dentro del sistema inmune innato, 
desarrollan un papel activo en la regulación del sistema inmune adaptativo, a través 
de la secreción de citoquinas, principalmente IFN-γ y TNF-α, y contribuyen a la 
maduración de las células dendríticas (DC) en los órganos linfoides secundarios 
(Caligiuri, 2008). 
Aunque las células NK muestran una gran diversidad, como se ha mencionado, 
se pueden clasificar en dos poblaciones principales: las que presentan un fenotipo 
CD56dim, que suponen el 90% del total de las células NK en circulación y presentan 
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altos niveles de citotoxicidad, y las CD56bright, mayoritariamente localizadas en los 
órganos linfoides secundarios, con una menor actividad citotóxica y una mayor 
capacidad de respuesta a citoquinas (Deguine and Bousso, 2013). 
Esta segunda población (CD56brigh) ha sido relacionada con la maduración de las 
células dendríticas inmaduras. Las células dendríticas se localizan en los órganos 
periféricos, y tras la detección de agentes patógenos, y por lo tanto, tras la captación 
de antígenos, migran hacia los órganos linfoides secundarios para actuar como células 
presentados de antígeno (“Antigen presenting cell”, APC) para la estimulación de la 
respuesta del sistema inmune adaptativo. En este contexto de inflación, las células 
dendríticas, a través de la secreción de IL-12 inducen la proliferación y activación 
de las células NK CD56bright en los órganos linfoides secundarios que adquieren un 
fenotipo similar al de las células NK circulantes (CD56dimCD94/NKG2D+KIR-NCR+). 
Esta activación de las células NK induce la secreción de IFN-γ y TNF-α, que promueve 
la maduración de las células dendríticas recíprocamente, y confiere a las células 
NK de la capacidad de eliminar células dendríticas inmaduras, lo que no afecta a 
las células dendríticas maduras por la mayor expresión en éstas de moléculas de 
MHC de clase I (especialmente de tipo E), junto a la expresión de los ligandos CD80 
(B7.1) y CD83 (B7.2), necesarios para la co-activación de los linfocitos T (Figura 
1-12). Se ha propuesta al receptor NCR3 como un regulador clave para este proceso, 
siendo necesario para la activación y proliferación de las células NK, así como para 
la estimulación de la secreción de citoquinas, y considerándose el principal receptor 
activador necesario para la eliminación de células dendríticas inmaduras (Caligiuri, 
2008; Della Chiesa et al., 2003; Ferlazzo et al., 2004; Ferlazzo et al., 2002; Vitale et 
al., 2005; Wai et al., 2010). Aunque el mecanismo exacto es aún desconocido, se cree 
que la secreción de exosomas con la proteína BAT-3 (BAG6) por parte de las células 
dendríticas, principalmente por las inmaduras, podría ser el ligando reconocido por 
NCR3 en este proceso (Pogge von Strandmann et al., 2007; Simhadri et al., 2008). 
La fuerte auto-regulación de la activación y la maduración células NK y las células 
dendríticas podría tener un papel crucial en el desarrollo de SIDA en pacientes 
infectados con el “Human Immunodeficiency Virus” (HIV). Estos pacientes, pese 
a desarrollar inicialmente una fuerte respuesta citotóxica de los linfocitos T CD8+, 
presentan una reducción en su capacidad de respuesta inmune generalizada. Entre 
otros factores, cabe destacar la aparición de células NK exhaustas, que aunque 
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muestran marcadores de activación (CD69 y HLA-DR), se caracterizan por una 
reducida expresión de receptores activadores, entre los que destaca NCR3, y una 
baja secreción de citoquinas. Esto conduce a un desequilibrio de la maduración de las 
células dendríticas y por ende, a una baja respuesta de los linfocitos T frente al virus 
(Figura 1-12) (De Maria and Moretta, 2008; Rutjens et al., 2007). Adicionalmente, 
las células T CD4+ infectadas por el virus HIV, muestran una reducida expresión de 
moléculas de MHC de clase I tipo A y B, lo que evita la activación de los linfocitos T 
CD8+, aunque mantienen una elevada expresión de moléculas tipo E, lo que evita la 
activación de las células NK. Por lo tanto, el virus HIV podría escapar al control del 
sistema inmune a través del desequilibrio generado en el proceso de maduración 
de las células dendríticas mediado por las células NK y en especial por el receptor 
NCR3. 
Esta hipótesis, se sustenta en parte en los datos obtenidos del análisis de chimpancés 
infectados con HIV, que son capaces de soportar una infección crónica sin desarrollar 
SIDA. En chimpancé, las células NK no expresan el receptor NCR3 de manera 
constitutiva, sino que se induce tras la activación de éstas, lo que sugiere que la 
maduración conjunta de las células NK y las células dendríticas ocurre a través de 
otro mecanismo, lo que permite a esta especie resistir la infección, no mostrando 
desequilibrios en la función de sus células NK, que responden de manera normal (De 
Maria and Moretta, 2008; Jost and Altfeld, 2013; Rutjens et al., 2007; Rutjens et al., 
2010). 
15 Implicaciones funcionales del AS del gen NCR3
En los últimos años se ha conseguido un gran avance en el estudio de las funciones 
del receptor NCR3, habiendo sido implicado en la activación de la citotoxicidad de las 
células NK frente a células tumorales, células infectadas por diversos virus y parásitos, 
y resulta un factor crucial en la maduración de las células dendríticas. Asimismo, se 
han identificado diversos ligandos para la estimulación del receptor NCR3 en estas 
diversas situaciones (B7-H6, hemaglutinina, PfEMP-1, BAT3 y GAGs). Sin embargo, 
apenas se sabe nada de las potenciales implicaciones de las distintas variantes de 
splicing del gen NCR3. Este fenómeno se debe a que la investigación del receptor 
NCR3 ha estado restringida mayoritariamente al área de la inmunología, siendo el 
uso de anticuerpos una de sus principales herramientas, lo que imposibilita en la 
mayoría de los casos la detección de isoformas proteicas. 
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Las seis potenciales isoformas proteicas descritas del gen NCR3 comparten el péptido 
señal y la región transmembrana, sin embargo, presentan diferencias, generadas 
a través de AS, en los dominios extracelulares y en las colas citoplasmáticas. 
Extracelularmente podemos dividir las isoformas en dos grupos: aquellas que 
presentan un dominio IgV  o un dominio IgC. Cabría esperar que estos dos grupos 
de isoformas presentaran diferencias en cuanto a la especificidad de ligando o a la 
afinidad por éstos, lo que podría explicar la enorme diversidad de ligandos descritos 
para el receptor NCR3 y la diversidad de funciones atribuidas a éste (Figura 1-13). 
En este sentido, en la bibliografía sólo existe un trabajo que se hace eco, aunque 
de manera anecdótica, de esta potencial influencia, y analiza la interacción de los 
dos potenciales dominios extracelulares con la hemaglutinina del virus vaccinia en 
células infectadas, no observando diferencias significativas (Jarahian et al., 2011). 
Por otro lado, también se podrían clasificar las isoformas de NCR3 en función de las 
tres posibles colas citoplasmáticas, codificadas en los tres posibles exones finales (4I, 
4II o 4III). Aunque ninguna de las colas citoplasmáticas parece presentar dominios 
conservados que nos permitan inferir diferencias en la señalización intracelular, 
cabría preguntarse si existen alguna diferencia en este señalización. En este sentido, 
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Figura 1-13 Potenciales 
implicaciones funcionales del AS 
del gen NCR3 en humano. La 
division conceptual de las isoformas 
descritas del receptor NCR3 permite 
dividir la influencia del AS en dos 
términos. Por un lado, la influencia 
sobre la composicion del dominio 
extracelulas (arriba) que podría 
influir sobre el reconocimiento de 
los distintos ligandos descritos. Por 
otro lado, la transmisión de la señal 
intracelulas (abajo) se ve afectada 
por el AS.
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Delahaye et al� (2011) (Delahaye et al., 2011), han descrito una influencia del 
perfil de expresión de las variantes A, B y C en la supervivencia de pacientes con 
sarcomas gastrointestinales, mostrando que los pacientes con mayor expresión de 
las variantes A y B presentan un mejor pronóstico que aquellos en los que la variante 
mayoritaria es la C. Además, en estudios funcionales in vitro usando la línea celular 
NKL transfectadas con estas tres variantes, observan que la activación a través de 
las isoformas A y B conduce a la secreción de IFN-γ y TNF-α, aunque sólo en el 
caso de la isoforma A éstas mostraron capacidad citotóxica. Sin embargo, las células 
transfectadas con la variante C no secretaron éstas citoquinas tras su estimulación 
ni mostraron capacidad citotóxica, aunque sí detectaron un ligero incremento en la 
secreción de la citoquina inmunosupresora IL-10. En consonancia, observaron que 
la isoforma A se asocia con CD3ζ tras la estimulación, mientras que la isoforma 
B lo hace de manera constitutiva y la isoforma C sólo incremente ligeramente su 
asociación, lo que provoca cambios en la activación de la ruta NF-κΒ, que en última 
instancia es responsable de la estimulación de la secreción de citoquinas (Delahaye 
et al., 2011). El valor predictivo del perfil de las variantes A, B y C en el pronóstico 
de pacientes de sarcomas gastrointestinales, se ha intentado trasladar a pacientes 
con HIV, en los hay una represión de las expresión de los receptores activadores de 
la familia NCR, en especial NCR3. Sin embargo, parece que en pacientes de HIV no 
hay diferencias en el perfil de expresión de estas variantes (Prada et al., 2013). Por 
lo tanto, y aunque el estudio funcional de las distintas isoformas del gen NCR3 está 
lejos de completarse, los primeros indicios apuntan que el AS del gen podrían tener 
importantes consecuencias en el funcionamiento del sistema inmune, que hasta la 
fecha han sido ignoradas (Figura 1-13). 
16 NCR3 en otras especies 
En las principales bases de datos podemos encontrar anotaciones del gen NCR3 
(completas o parciales) en un total de 44 especies, siendo en su mayoría mamíferos 
(42), y de los que 14 son primates. Además, también encontramos secuencias de 
rana (Xenopues tropicalis), que presenta al menos siete copias del gen NCR3 (Flajnik 
et al., 2012), y de una especie de tortuga (Pelodiscus sinensis). Sin embargo, en la 
mayoría de las especies en las que se ha descrito el gen NCR3, las anotaciones se 
basan en predicciones automáticas (36/44, ver Tabla 1-2), principalmente utilizando 
las secuencias descritas en humano como referencia, asumiendo en algunas casos 
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Especie Nombre común NCBI Ensembl
Ailuropoda melanoleuca Panda - Predicción
Bos taurus Vaca Secuencia depositada Secuencia depositada
Callithrix jacchus Tití - Predicción
Canis lupus familiaris Perro Predicción Predicción
Cebus apella Mono capuchino - -
Ceratotherium simum simum Rinoceronte Predicción -
Colobus guereza Colobo - -
Condylura cristata Topo de nariz estrellada Predicción -
Echinops telfairi Erizo de madagascar - Predicción
Equus caballus Caballo Predicción Predicción
Erinaceus europaeus Erizo - Predicción
Felis catus Gato Predicción Predicción
Gorilla gorilla Gorilla Predicción Predicción
Homo sapiens Humano Secuencia depositada* Secuencia depositada
Ictidomys tridecemlineatus Ardilla de tierra Predicción -
Loxodonta africana Elefante - Predicción
Macaca fascicularis Mono cangrejero - -
Macaca mullata Mono rhesus Secuencia depositada* Secuencia depositada
Macropus eugenii Wallaby - Predicción
Mesocricetus auratus Hámster dorado Predicción -
Microcebus murinus Lemur ratón - Predicción
Microtus ochrogaster Topillo Predicción -
Mus musculus Ratón Predicción Predicción
Mustela putorius furo Hurón - Predicción
Myotis lucifugus Murciélago - Secuencia depositada
Nomascus leucogenys Gibón Predicción Predicción
Ochotona princeps Pica americano Predicción Predicción
Octodon degus Degú Predicción -
Odobenus rosmarus divergens Morsa Predicción -
Orcinus orca Orca Predicción -
Oryctolagus cuniculus Conejo - Secuencia depositada
Otolemur garnettii Gálago Predicción Predicción
Ovis aries Oveja Predicción -
Pan paniscus Bonobo Predicción -
Pan troglodytes Chimpacé Secuencia depositada Secuencia depositada
Papio anubis Papión Predicción -
Papio cynocephalus Papión - -
Pelodiscus sinensis Tortuga china - Predicción
Pongo abelli Orangután de Sumatra Predicción Predicción
Pongo pygmaeus Orangután de Borneo - -
Procavia capensis Damán - Predicción
Rattus norvegicus Rata Secuencia depositada
Secuencia depositada*Secuencia depositada*
Secuencia depositada
Saimiri boliviensis Mono ardilla Predicción -
Sorex araneus Musaraña Predicción Predicción
Sus scrofa Cerdo
Tarsius syrichta Tarsero lipino - Predicción
Trichechus manatus latirostris Manatí Predicción -
Tursiops truncatus Delfín Predicción Predicción
Xenopus tropicalis Rana - Predicción
Tabla 1-2 Especies en las que se ha descrito el gen NCR3, ya sea por predicción o gracias a secuencias 
depositadas de la especie correspondiente. Las especies sombreadas son las incluidas porteriormente en este 
trabajo. 
*Parcialmente basado en predicciones
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la posible existencia  de las mismas variantes de splicing. 
Desde el punto de vista funcional, el estudio del gen NCR3 en otras especies se ha 
visto restringido por tratarse de un pseudogen en ratón (Mus músculus) (Hollyoake 
et al., 2005), sin embargo, tanto en rata (Rattus norvegicus) como en chimpancé 
(Pan troglodytes) se ha estudiado su implicación en la activación de las células NK 
(Hsieh et al., 2006; Rutjens et al., 2007). Además, en rata, a diferencia de humano, se 
ha observado que la maduración de las células dendríticas mediada por las células 
NK no depende del receptor NCR3 (Wai et al., 2010), revelando una regulación 
diferencial del sistema inmune. Esto resulta lógico si tenemos en cuenta que la única 
isoforma descrita en rata es homóloga de la isoforma C humana, cuya estimulación 
no promueve la secreción de las citoquinas necesarias para la maduración de las 
células dendríticas (Delahaye et al., 2011).
Aunque los indicios de la influencia del AS en el sistema inmune han aumentado en 
los últimos años, su implicación sigue siendo infravalorada (Lynch, 2004; Martinez 
and Lynch, 2013). El sistema inmune resulta crucial para la supervivencia de los 
organismos, y por lo tanto, se encuentra en continua evolución. Un ejemplo de 
esto es la expansión de las moléculas de MHC de clase I y II, y su alto grado de 
polimorfismo, que permiten al sistema inmune adaptarse de manera eficiente a los 
distintos patógenos a los que debe enfrentarse. De manera análoga, la generación 
de diversos receptores mediante AS podría responder a una estrategia similar, 
aumentando la capacidad de respuesta del sistema inmune. En este sentido, se 
han descrito diversos receptores, además de NCR3, que podrían presentar varias 
isoformas entre los que cabe destacar NCR1, NCR2 y varios miembros de la familia 
NKG2 (Hollyoake et al., 2005; LaBonte et al., 2000). 
Por lo tanto, el estudio del AS del gen NCR3 resulta crucial para comprender mejor el 
funcionamiento de los mecanismos biológicos en los que está implicado. Del mismo 
modo, el análisis comparativo en diferentes especies puede mejorar nuestra visión de 
estos procesos y ayudarnos a entender cómo el AS ha podido influir en el desarrollo 
del sistema inmune así como en la diversificación de las especies. 
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Objetivos
En función de los antecedentes descritos en el apartado anterior se plantearon los 
siguientes objetivos para este trabajo:
 1 Anotar el gen NCR3 en todas las especies incluidas en este estudio y analizar 
la conservación de su entorno genómico: para el desarrollo de este objetivo se 
recurrió al análisis comparativo de la información disponible en las distintas bases de 
datos. En los casos en los que no hubiera información se recurrió a la secuenciación 
del DNA genómico. 
2 Analizar las variantes de splicing del gen NCR3 diferentes especies de 
mamíferos: se utilizaron muestras de diferentes tejidos de cada una de las especies 
incluidas en este apartado para el análisis de las variantes de splicing mediante PCR 
anidada, que se complementó con el análisis de los datos disponibles procedentes 
de experimentos de secuenciación masiva (RNA-seq).
 3 Analizar de las variantes de splicing del gen NCR3 en sangre de diferentes 
primates: en este apartado se analizaron muestras de sangre de diferentes primates 
para la detección de variantes de splicing mediante PCR anidada. Adicionalmente, 
se analizaron secuencias de RNA-seq disponibles para la búsqueda de variantes de 
splicing en las especies de primates. 
4 Caracterizar las variantes de splicing del gen NCR3enhumano: se cuantificó 
la expresión en diferentes tejidos de las variantes de splicing mayoritarias detectadas 
en humano. Se analizaron las variantes codificantes mediante transfección en células 
de mamíferos para determinar su localización subcelular, la formación de dímeros 
y la presencia de glicosilaciones. Adicionalmente, se estudió la interacción de las 
isoformas detectadas con el ligando celular B7-H6. 
2 Objetivos

3. Materiales y métodos

-59-
Materiales y métodos
M
at
er
ia
le
s
 y
 m
ét
od
os
31 Análisis informático 
3.1.1 Bases de Datos
La búsqueda de secuencias relativas al gen NCR3 (DNA genónico, RNA mensajeros 
y proteínas) de las distintas especies incluidas en este trabajo y la anotación de 
éstas se obtuvieron de las siguiente bases de datos: NCBI (Nacional Center for 
Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Benson et al., 2000), 
Ensembl (http://www.ensembl.org) (Hubbard et al., 2002), MGI (Mouse Genome 
Informatics, http://www.informatics.jax.org/) (Eppig et al., 2000), UCSC (University of 
California Santa Cruz, http://genome.ucsc.edu/) (Kent et al., 2002), Uniprot (http://
www.uniprot.org/) (O’Donovan et al., 2002), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes, http://www.genome.jp/kegg/) (Kanehisa and Goto, 2000; Kanehisa et 
al., 2012), RGD (Rat Genome Database, http://rgd.mcw.edu/wg/home) (Laulederkind 
et al., 2013), GeneCards (http://www.genecards.org/) (Rebhan et al., 1997) y HGNC 
(HUGO Gene Nomenclature Committee, http://www.genenames.org/) (Gray et al., 
2013). La divergencia evolutiva entre especies se obtuvo de TimeTree (http://www.
timetree.org/) (Hedges et al., 2006).
3.1.2 Análisis y alineamiento de secuencias
Los análisis de las secuencias obtenidas en el desarrollo de este trabajo mediante 
secuenciación Sanger se realizaron con el programa 4Peaks. La búsqueda de las 
posibles fases de lectura se determinó con ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
projects/gorf/), Translator (http://www.fr33.net/translator.php) y Transeq (http://www.
ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/) (Rice et al., 2000). 
3 Materiales y métodos
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El análisis y comparación de las secuencias disponibles en las bases de datos, así 
como las obtenidas en el desarrollo de este trabajo, se realizó con las siguientes 
herramientas de alineamiento: Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) (Camacho et al., 
2009), Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) (Corpet, 1988), Align (http://
www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) (Rice et al., 2000), ClustalW (http://www.
ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) (Goujon et al., 2010; Larkin et al., 2007), WebLogo 
(http://weblogo.berkeley.edu/) (Crooks et al., 2004) y Spidey (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/spidey/) (Wheelan et al., 2001).
El análisis de la presencia de secuencias diana de enzimas de restricción se realizó 
con la aplicación Webcutter (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/).
3.1.3 Predicción de sitios de splicing y secuencias de poliadenilación
La predicción de potenciales sitios donadores y aceptor de splicing se determinó 
mediante el uso de las siguientes aplicaciones: FSPLICE (http://linux1.softberry.com/
berry.phtml), NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/) (Brunak et al., 
1991), ASSP (http://wangcomputing.com/assp/index.html) (Wang and Marin, 2006) y 
GENSCAN (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) (Burge and Karlin, 1997).
Para la predicción de secuencias de poliadenilación se utilizó POLYAH (http://linux1.
softberry.com/berry.phtml), PolyAPred (http://www.imtech.res.in/raghava/polyapred/
index.html)(Ahmed et al., 2009) y Poly(A) Signal Miner (http://dnafsminer.bic.nus.edu.
sg/PolyA.html).
3.1.4 Análisis de dominios estructurales y predicción de modificaciones post-
traduccionales
La predicción general de dominios conservados en las potenciales isoformas 
detectadas en este trabajo se determinó con SMART (http://smart.embl-heidelberg.
de/) (Letunic et al., 2012; Schultz et al., 1998), PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/) 
(Sonnhammer et al., 1997), InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/) 
(Zdobnov and Apweiler, 2001) y Prosite (http://prosite.expasy.org/) (Sigrist et al., 
2002).
La búsqueda de potenciales péptidos señal se realizó con SignalP (http://www.
cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Petersen et al., 2011). La predicción de dominios 
transmembrana se realizó con TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) 
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(Krogh et al., 2001), TMprep (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.
html) y SOSUI (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/) (Hirokawa et al., 1998). El peso 
molecular teórico de las isoformas detectadas se calculó con el programa Protein 
Molecular Weight (http://www.bioinformatics.org/SMS/prot_mw.html ). 
La presencia de potenciales modificaciones post-traduccionales se determinó con 
las siguientes herramientas: NetNGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) 
(Gupta, 2002), NetOGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) (Steentoft et al., 
2013), NetPhos (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) (Blom et al., 1999) y SH3-
Hunter (http://cbm.bio.uniroma2.it/SH3-Hunter/) (Ferraro et al., 2007).
3.1.5 Diseño y análisis de cebadores
Los cebadores utilizados se diseñaron utilizando el programa Primer3plus (www.
bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) (Rozen and Skaletsky, 2000; 
Untergasser et al., 2007). La especificidad de éstos se analizó con Primer-blast (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y su calidad se evaluó con el programa 
IDT OligoAnalyzer (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). La 
síntesis de los oligonucleótidos se envió a ser realizada por Sigma. 
32 Cultivos bacterianos
3.2.1 Cepas y medios de cultivo
Para el crecimiento de plásmidos se utilizaron bacterias E�coli competentes de las 
cepas DH5α y XL1-Blue preparadas por el método del cloruro de rubidio en el servicio 
de fermentación del CBMSO.
Para la producción de bácmidos recombinantes (sistema de baculovirus) se utilizó la 
cepa DH10bacTM (Invitrogen). Estas bacterias portan el bácmido vacío (bMON14272) 
como un mega-plásmido, confiriéndoles resistencia a kanamicina. Además, portan 
un plásmido (pMON7124) que les confiere resistencia a tetraciclina y permite la 
expresión de la transposasa necesaria para la recombinación entre el bácmido y el 
plásmido de interés para la producción de bácmidos recombinantes.
Para el crecimiento de bacterias se empleó medio Luria Broth (LB; 10 g/l de 
bactotriptona, 5 g/l de extracto de levadura y 10 g/l de NaCl), líquido o sólido (basado 
en el anterior al que se le añade 15 g/l de agar bacteriológico). Ambos medios fueron 
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preparados en el Servicio de Cultivos del CBMSO. Los clones bacterianos de interés 
se preservaron en LB líquido con glicerol al 10% a -70ºC.
3.2.2 Transformación
Para purificar los plásmidos de interés, se transformaron bacterias competentes 
(DH5α o XL1-Blue) por el método del choque térmico. Para ello se incubaron en hielo 
50 μl de bacterias competentes con 10 µl de una mezcla de ligación (detallado en el 
apartado 3.4.5) o 20 ng de plásmido durante 30 min. Posteriormente se sometieron 
a un choque térmico de 40 segundos a 42ºC, tras lo que se incubaron 30 minutos en 
hielo. Después se añadió 0,5 ml de medio LB atemperado y se incubaron durante 1 
hora a 37ºC para permitir la expresión de los genes de resistencia presentes en los 
plásmidos de interés. Tras la expresión fenotípica se centrifugaron las bacterias para 
reducir el volumen de medio y se sembraron en placas Petri con medio LB sólido 
suplementado con ampicilina (50 µg/ml) y se incubaron 16-20 horas a 37ºC. En el 
caso de plásmidos derivados de pGEM®-T Easy (Promega) se suplementó el medio 
LB sólido con X-gal (100 µg/ml) e IPTG (40 µg/ml) para habilitar la selección por color. 
La transformación de bacterias DH10bacTM siguió básicamente el mismo protocolo, 
salvo porque se utilizó 100 µl de bacterias competentes y 3 ng de plásmido. La 
expresión fenotípica se extendió por 5 horas y se sembró 1/10 de las bacterias 
transformadas en placas Petri con medio LB sólido suplementado con kanamicina 
(50 µg/ml), tetraciclina (10 µg/ml), gentamicina (7 µg/ml), X-gal (100 µg/ml) e IPTG 
(40 µg/ml). Las placas se incubaron a 37ºC durante 48-72 horas.
3.2.3 Análisis de las colonias positivas
El análisis de las colonias positivas se realizó mediante Polimerase Chain Reaction 
(PCR). Se preparó una mezcla de reacción de PCR con los componentes indicados en 
el apartado 3.4.3, excepto porque no se añadió molde a la reacción. Se seleccionaron 
colonias utilizando puntas estériles y se re-sembraron en una nueva placa Petri con 
medio LB sólido y los suplementos y antibióticos adecuados, que se incubó a 37ºC 
hasta la comprobación del resultado de la amplificación. Cada punta utilizada para 
la selección de colonias se sumergió en la mezcla de PCR, siendo el plásmido (o 
bácmido) liberado de las bacterias en la primera fase de la amplificación, el molde 
de la reacción. El programa de PCR utilizado fue el estándar (ver apartado 3.4.3), 
excepto en el análisis de las colonias procedentes de la transformación de bacterias 
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DH10BacTM donde la fase de extensión a 72ºC fue de 3 minutos.
El resultado de la amplificación se analizó cargando 5 µl de cada producto amplificado 
en geles de agarosa (1-2%, ver apartado 3.4.6). Las colonias positivas se crecieron 
en 2 ml de LB líquido con los suplementos y antibióticos adecuados y se incubaron 
16 horas a 37ºC con agitación (180 rpm). Para la obtención de grandes cantidades 
de plásmido, se sembraron 100 µl de este cultivo de 2 ml crecido 16 horas en 200-
500 ml de medio LB líquido con los suplementados adecuados durante 16-20 horas. 
33 Cultivos celulares
3.3.1 Líneas celulares y mantenimiento
En este trabajo se han utilizado las siguientes líneas celulares: HeLa (células epitelioides 
obtenidas de un adenocarcinoma cervical), HEK293T (células embrionarias de riñón 
transformadas con el virus SV40), K562 (granulocitos indiferenciados derivados de 
una leucemia mieloide crónica), Jurkat (linfocitos T obtenidas de una leucemia aguda), 
Raji (linfocitos B obtenidos de un linfoma de Burkitt), U937 (monocitos derivados 
de un linfoma), YT (células NKs derivadas de un linfoma), COS-7 (fibroblastos de 
riñón de mono verde africano transformados con el virus SV40), CHO-K1 (células 
epitelioides de ovario de hámster chino) y CHO-745 (células epitelioides de ovario de 
hámster chino deficientes en xylosyltransferasa I) y High-FiveTM (células de ovario de 
la polilla Trichoplusia ni, Invitrogen). 
El medio de cultivo de las células adherentes HeLa, HEK293T y COS-7 fue 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con antibióticos (75 U/
ml de estreptomicina y 75 µg/ml de penicilina G), 2 mM de L-glutamina y 10% (v/v) 
de suero fetal de ternera (FBS) descomplementado a 56ºC durante 30 minutos. Las 
líneas CHO-K1 y CHO-745 se crecieron en medio DMEM suplementando con un 
50% (v/v) de medio Ham’s F12, antibióticos (75 U/ml de estreptomicina y 75 µg/ml de 
penicilina G), 2 mM de L-glutamina y 10% (v/v) de FBS. Las células en suspensión 
K562, Jurkat, Raji, U937 e YT se crecieron en medio Roswell Park Memorial Institute 
(RMPI) suplementado con antibióticos (75 U/ml de estreptomicina y 75 µg/ml de 
penicilina G), 2 mM de L-glutamina y 10% (v/v) de FBS. Todas las líneas célulares se 
crecieron a 37ºC en una atmósfera de 5% de CO2 y 95% de humedad.
Las células High-FiveTM pueden crecer en forma adherente y en suspensión. Para la 
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expansión y mantenimiento de las células se crecieron en forma adherente, mientras 
que para la producción de proteínas recombinantes se crecieron en suspensión. El 
medio utilizado para el crecimiento adherente fue TC100 suplementado con antibióticos 
(75 U/ml de estreptomicina,  75 µg/ml de penicilina G, 10 µg/ml de tetraciclina y 7 
µg/ml de gentamicina), 2 mM de L-glutamina,  45 µM de aminoácidos no esenciales 
(AANE) y 10% (v/v) de FBS. Para el crecimiento de las células en suspensión se 
empleo el medio ExpressFive® STM (Invitrogen) suplementado con antibióticos (75 
U/ml de estreptomicina,  75 µg/ml de penicilina G, 10 µg/ml de tetraciclina y 7 µg/ml 
de gentamicina), 2 mM de L-glutamina y 45 µM de AANE. Las células High-FiveTM 
se crecieron a 28ºC y agitación (180 rpm) en el caso de crecimiento en suspensión. 
Todas las células adherentes se pasaron antes de llegar a confluencia (~90%) para 
su mantenimiento. Para ello, se eliminó el medio de cultivo, se lavaron las células 
con una solución de EDTA (0,02%, p/v), tras lo que se añadió 1 ml de una solución 
de Tripsina (0,05%, p/v) y EDTA (0,02%, p/v). Se incubaron las células a 37ºC hasta 
que se despegaron del sustrato y se detuvo la tripsinización añadiendo 10 ml de 
medio completo. Las células se centrifugaron 5 minutos a 500 xg y tras eliminar el 
sobrenadante, se resuspendieron en 10 ml de medio completo fresco. Finalmente, 
se sembraron las células en medio completo fresco a la densidad necesaria. Las 
células en suspensión se mantuvieron entre 2,5x105-5x105 células/ml para lo que se 
diluyeron 1:3 o 1:4 en medio completo fresco cada 2-3 días. 
La criopreservación de las líneas celulares se realizó en FBS suplementado con 
10% de dimetilsulfóxido (DMSO) estéril en criotubos (Nalgene). Para asegurar 
una congelación lenta se utilizó un Nalgene® Cryo 1ºC Freezing Container en el 
que se guardaron los criotubos a -80ºC durante 2-3 días, tras lo que se guardaron 
definitivamente en nitrógeno líquido (-196ºC). La descongelación se realizó a 37ºC en 
agitación, tras lo que se lavaron las células con medio completo fresco para eliminar 
el DMSO antes de sembrarlas a la densidad requerida en medio completo fresco. 
3.3.2 Transfección transitoria
La transfección de células COS-7 se realizó con el reactivo TransIT®-LT1 (Mirus) 
siguiendo las indicaciones del fabricante. El método del fosfato cálico (PCa) se empleó 
para la transfección de células HEK293T, para ello se prepararon las soluciones A (250 
mM de CaCl2) y B (50 mM HEPES, 1,5 mM Na2HPO4 y 140 mM NaCl, ajustado a pH 
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7,05), se esterilizaron por filtración (0,22 µm) y se conservaron a 4ºC. Se sembraron 
las células el día anterior para alcanzar una confluencia del 60-70% en el momento 
de la transfección, excepto para la producción de proteínas recombinantes donde la 
confluencia fue del 30%. Se cambió el medio 4 horas antes de la transfección por 
medio fresco o medio con 1% FBS para la producción de proteínas. En el momento 
de la transfección se mezcló el plásmido de interés a transfectar con la solución 
A, tras lo que se añadió esta mezcla sobre la solución B. Se incubó un minuto en 
agitación y se añadió a las células gota a gota. Las cantidades de plásmido y los 
volúmenes de las soluciones A y B se detallan en la Tabla 3-1. Tras la transfección se 
incubaron las células 24-48 horas a 37ºC, excepto para la producción de proteínas 
recombinantes que se incubaron 72 horas. 
Para la transfección de células Hive-FiveTM con bácmidos recombinantes (ver apartado 
3.13.1) se sembraron células el día anterior en placas de seis pocillos (M6) a una 
densidad de 4x105 células/pocillo en 2 ml de medio completo. Se añadió 2 µg de 
bácmido en 100 µl de medio completo sin FBS que se mezcló con 6 µl de Cellfectin® 
(Invitrogen) preparados en 100 µl de medio completo sin FBS. Esta mezcla se incubó 
45 minutos a temperatura ambiente (RT). Durante la incubación se lavaron las células 
con medio completo sin FBS dejándolas con 800 µl de medio completo sin FBS. Tras 
la incubación se añadió la mezcla a las células gota a gota y se incubaron 5 horas a 
28ºC. Finalmente se retiró la mezcla de transfección y se les añadió 2 ml de medio 
completo. Tras 72 horas de incubación a 28ºC se recogió el sobrenadante de las 
células donde se encuentra el baculovirus recombinante generado. 
34 Técnicas básicas de biología molecular
3.4.1 Extracción de DNA plasmídico
En función del volumen de cultivo bacteriano se utilizaron tres kits comerciales 
diferentes. Para volúmenes pequeños (2-10 ml) se utilizo el kit Wizard® Plus SV 
Minipreps DNA Purification System (Promega), para volúmenes entre 50 y 200 ml 
se utilizó el kit Wizard® Plus SV Midipreps DNA Purification System (Promega) y 
Tabla 3-1 Cantidades de reactivos utilizados para la transfección transitoria por el 
método PCa en función del formato de placa de cultivo utilizado. 
Formato placa Volúmen de A/B ml de medio µg de plásmido
P100 500 µl 5 12,5
M6 (pocillo) 200 µl 2 2
M24 (pocillo) 50 µl 0,5 1
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para volúmenes mayores de 200 ml se empleó el kit QIAGEN Plasmid Plus Maxi kit 
(QIAGEN). En todos los casos se siguieron las indicaciones de los fabricantes.
3.4.2 Extracción de bácmidos 
La extracción de los bácmidos recombinantes se realizó a partir de cultivos de 
bacterias DH10bacTM de 2 ml crecidas durante 16-20 horas a 37ºC y siguiendo 
el protocolo recomendado por los fabricantes del sistema Bac-to-Bac System® 
Baculovirus Expression (Invitrogen). 
3.4.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
Las amplificaciones convencionales se realizaron con la polimerasa Gotaq® Green 
Master Mix (Promega), siendo la mezcla de reacción la detallada en la Tabla 3-2A. 
Las amplificaciones destinadas al clonaje se realizaron con la polimerasa de alta 
fidelidad Phusion® (NEB) siendo la mezcla de reacción tipo la descrita en la Tabla 
3-2B. La cantidad de molde en las amplificaciones dependió de su naturaleza: 25-50 
ng de plásmido, 50-200 ng de DNA genómico o 1 µl de cDNA preparado como se 
detalla en el apartado 3.5.3. 
Todas las amplificaciones se realizaron en los termocicladores MJ mini (BIO-RAD) y 
MyCycler (BIO-RAD) utilizando el programa descrito en la Tabla 3-2C, salvo que se 
indique lo contrario. 
3.4.4 Digestión con enzimas de restricción
Para la digestión con enzimas de restricción (Promega) de plásmidos o fragmentos 
de DNA se utilizó la siguiente mezcla de reacción: 1-2 µg de DNA, 10 U de cada uno 
de los enzimas necesarios, 2 µl del tampón adecuado suministrado por el fabricante 
y agua destillada estéril hasta un volumen final de 20 µl. Se incubó la mezcla de 
digestión durante 1-2 horas a 37ºC tras lo que se procedió a su purificación o a su 
análisis electroforético en geles de agarosa. 
3.4.5 Ligación
En todas las ligaciones se utilizó una relación molar vector:inserto de 1:3, salvo 
que se indique lo contrario. La mezcla de ligación utilizada constó de los siguientes 
componentes: 50-100 ng de plásmido digerido (o 50 ng de pGEM®-t Easy), X ng de 
inserto (donde X es tres veces la cantidad de moleculas de vector, lo que depende del 
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tamaño del inserto), 2 µl de tampón de reacción 10X suministrado por el fabricante de 
la ligasa (300 mM Tris-HCl pH 7,8, 100 mM MgCl2, 100m M DTT y 10 mM ATP), 3 U 
de DNA ligasa del fago T4 (Promega) y agua destilada estéril hasta un volumen final 
de 20 µl. La reacción se incubó 1 hora a 37ºC. 
3.4.6 Electroforesis en geles de agarosa
Para el desarrollo de las electroforesis de DNA se prepararon geles de agarosa del 
porcentaje adecuado (e indicado en cada caso) en tampón TAE (40 mM Tris, 20 mM 
Ácido acético glacial y 1 mM EDTA) suplementado con Bromuro de etidio (50 µg/ml). 
La electroforesis se desarrollaron en cubetas de BIO-RAD, usando como tampón de 
electroforesis TAE, generalmente durante 45  minutos a 100 voltios. 
Para cargar las muestras en los geles de agarosa se utilizó tampón de carga 10X (30% 
v/v glicerol, 5 mM EDTA y 0,1% p/v de azul de bromofenol), excepto en las muestras 
de las amplificaciones desarrolladas con la polimesara Gotaq® Green Master Mix que 
se cargaron directamente en el gel. Además, se cargaron marcadores de tamaños 
conocidos en función de las necesidades (1Kb o 100 pb, NEB). El resultado de la 
electroforesis se reveló en un transiluminador de luz UV (Uvidoc). 
Tabla 3-2 Mezclas de reacciones para las amplificaciones por PCR. A) mezcla de reacción de las amplificaciones 
por PCR estándar. B) mezcla de reacción de las amplificaciones por PCR destinadas al clonaje. C) Programa 
estándar utilizado para todas las amplificaciones. NFW: Nuclease Free Water, agua libre de nucleasas.  
[Initial] [Final] Mezcla (µL)
[Initial] [Final] Mezcla (µL)
Gotaq® Green Master Mix 2X 1X 10
Cebador Directo 10 µM 0,5 µM 1
Cebador Reverso 10 µM 0,5 µM 1
Molde - - x Tiempo
H2O (NFW) - - Hasta 20 µl 5’ 95
30’’ 95
30’’ 60
30’’ 72
Polimerasa Phusion® 2U/µl 1 U 0,5 10’ 72
Tampón GC 5X 1X 4 ∞ 4
dNTPs 10 mM 0,4 mM 0,8
Cebador Directo 10 µM 0,5 µM 1
Cebador Reverso 10 µM 0,5 µM 1
Molde - - x
H
2O (NFW) - - Hasta 20 µl
A) PCR estándar
C) Programa estándar
35
 c
ic
lo
s
B) PCR para clonajes
Temperatura (ºC)
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3.4.7 Purificación de fragmentos y productos de PCR
Los productos de interés, procedentes de amplificaciones o de digestiones, se 
purificaron tras la escisión de la banda correspondiente en el gel un agarosa con el 
kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Este kit también se utilizó 
para la purificación directa de productos amplificados por PCR. Los fragmentos 
purificados se cuantificaron espectrofotométricamente en un Nanodrop ND-1000 
(Thermo) y se utilizaron para ser clonados o para su secuenciación. 
3.4.8 Secuenciación 
La secuenciación de plásmidos y productos de PCR purificados se llevó a 
cabo empleando el secuenciador ABI Prism 377 (PE Biosystems) en el servicio 
de Genómica del IIB (Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols”). 
Para la secuenciación de plásmidos se utilizaron los cebadores universales T7 
(5´-TAATACGACTCACTATAGGG-3´), Sp6 (5’-GATTTAGGTGACACTATAG-3’) y 
BGH (5’- TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’), disponibles en el Servicio, o cebadores 
específicos del producto a secuenciar, que en el caso de productos de PCR fueron 
los mismos que los empleados en la amplificación.
35 Obtención de muestras, extracción de RNA y DNA genómico y síntesis de 
cDNA
3.5.1 Obtención de muestras
Las muestras de diferentes tejidos de Homo sapiens, Macaca mulatta, Rattus 
norvegicus, Mus musculus, Bos taurus y Sus scrofa se obtuvieron de Biochain a 
través de su distribuidor europeo AMS (Tabla 3-3 y Tabla-S1).
Las muestras de sangre de diferentes primates (Gorilla gorilla, Colobus guereza, 
Papio cynocephalus, Macaca fascicularis y Cebus apella, ver Tabla S1) se obtuvieron 
gracias a la colaboración del Zoo Aquarium de Madrid a través de su director Jesús 
Fernández Morán y la veterinaria Eva Martínez Nevado. Las muestras de sangre de 
donantes sanos fueron suministradas por la Dra. Aurora Viejo del Centro de donantes 
del Hospital Universitario “La Paz” de Madrid (Tabla S1). Todas las muestras de 
sangre, tanto de primates como humanas, fueron suministradas en tubos cerrados 
con EDTA como anticoagulante y conservadas a 4ºC durante 24 horas hasta recibir 
los resultados negativos de los análisis de patógenos infecciosos. Las muestras de 
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primates no humanos no eran sometidas a estos análisis pero se trataron de la misma 
forma para su mejor comparación.
3.5.2 Extracción de RNA y DNA genómico
Para la obtención de RNA de líneas celulares cultivadas en el laboratorio se recolectaron 
2x106 células y se utilizó el kit SV Total RNA Isolation System (Promega) siguiendo 
las indicaciones del fabricante. En el caso de muestras de sangre, se utilizaron tubos 
LeucosepTM (Greiner Bio One) para la separación de células mononucleares (PBMC, 
Peripheral Blood Mononuclear Cell). Para ello, los tubos LeucosepTM se rellenaron 
con 3 ml de Ficoll-Paque (Sigma) y se centrifugaron durante 1 minuto a 1000 xg. 
Posteriormente, se añadieron entre 3 y 5 ml de sangre y se centrifugaron durante 15 
minutos a 1500 xg, quitando el freno de la centrífuga. La fracción celular enriquecida 
en células mononucleares, se recogió con una pipeta y se pasó a tubos de 1.5 ml. Se 
centrifugaron las células durante 5 minutos a 500 xg, tras lo que se lavaron dos veces 
con PBS (Phosphate Buffered Saline). A partir del pellet de células mononucleares 
(PBMCs) se procedió a la extracción de RNA total utilizando el kit SV Total RNA 
Isolation System o DNA genómico con el kit FlexiGene® DNA (QIAGEN).
La concentración de RNA total obtenida de las muestras de sangre (PBMCs), medida 
espectrofotométricamente (Nanodrop ND-1000), suele ser insuficiente para la síntesis 
directa de cDNA, por lo que se procedió a su concentración mediante precipitación. 
Para ello, se añadió a las muestras acetato sódico ajustado a pH 5 (300 mM final 
o 1/10 del volumen total) y 150 µg/ml de glicógeno para mejorar la eficiencia de la 
precipitación. Posteriormente se añadieron dos volúmenes de etanol absoluto frío y 
se incubó 30 minutos a -70ºC o toda la noche a -20ºC. Tras la incubación se centrifugó 
a 16000 xg durante 15 minutos a 4ºC, se eliminó el sobrenadante y se lavo el pellet 
Tejidos Homo sapiens Macaca mulatta Rattus norvegicus Mus musculus Bos taurus Sus scrofa
Sangre A - - - - -
- - - - -
- - - - -
- -
Cerebro A,F A A A A A
Corazón F A A A A A
Riñón A,F,T A A A A A
Hígado A,F,T A A A A A
Pulmón A,F,T A A A A A
Páncreas A A A A A A
Bazo A,F
Timo A,F
Embrión - - 19 días 11, 15 y 17 días
Tabla 3-3 Resumen de las muestras de tejido disponibles en cada una de las especies indicadas (A, tejido adulto; 
F, tejido fetal; T, tejido tumoral y -, no disponible). Para una descripción detallada consultar Tabla S1. 
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con etanol al 70%. Finalmente se resuspendió el pellet seco en el volumen de agua 
libre de nucleasas (NFW) deseado para conseguir la concentración adecuada.
Todos las muestras de RNA, tanto comerciales como obtenidos en el laboratorio 
fueron testadas para determinar su integridad con un Bioanalizador 2100 (Agilent) en 
el servicio de Genómica del CBMSO. 
3.5.3 Síntesis de cDNA
La síntesis de cDNA se realizó a partir de 1 µg de RNA total utilizando el kit ImProm-II™ 
ReverseTranscription System (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
En la Tabla 3-4 se resume los componentes de la reacción. La mezcla 1, que contiene 
el RNA total y el cebador Oligo (dt)15, se desnaturalizó 5 minutos a 70ºC, tras lo que 
se pasó rápidamente a 4ºC. Entonces se añadió la mezcla 2 sobre la mezcla 1 y 
se incubó 5 minutos a 25ºC para permitir el anillamiento del RNA con el cebador. 
Luego se incubó 1,5 horas a 42ºC para que se llevara a cabo la síntesis, tras lo 
que se desnaturalizó la muestra a 70ºC durante 5 minutos para inactivar el enzima. 
En todas las reacciones de síntesis de cDNA se añadió un control negativo (RT-) 
con los mismos componentes que la reacción normal (RT+) salvo que no se añadió 
retrotranscriptasa, lo que nos permitió verificar la ausencia de DNA genómico en las 
muestras de RNA. 
La verificación de la síntesis de cDNA, y la posible contaminación de DNA genómico, 
se comprobó mediante PCR, tanto en RT+ como en RT-, amplificando el cDNA del 
mensajero de actina B con los cebadores ACTB_F (5’-TGGTGGTGAAGCTGTAGCC-3’) 
y ACTB_R (5’-CTTCGCGGGCGACGATGC-3’) comunes para todas las especies. 
El tamaño del fragmento amplificado del mensajero de actina B es de 540 pb 
Mezcla 1 [Inicial] [Final] Volumen (µl)
Oligo (dt)15 0,5 µg/ul 0,5 µg 1
RNA total x 1 µg x
H2O (NFW) - - Hasta 5 µl
Mezcla 2 [Inicial] [Final] Volumen (µl)
Tampón de reacción 5X 1X 4
dNTPs 10 mM 0,5 mM 1
1
MgCl2 25 mM 3 mM 2,4
Retrotranscriptasa 1 U/µl 1 U
H2O (NFW) - - Hasta 15 µl
Tabla 3-4 Mezclas de reacción necesarias para la síntesis de cDNA. 
NFW: Nuclease Free Water, agua libre de nucleasas. 
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aproximadamente (dependiendo de la especie), mientras que la amplificación de su 
DNA genómico resultaría en una banda de 1200 pb aproximadamente, por la presencia 
de un intrón entre las posiciones de los cebadores utilizados. La amplificación se 
realizó siguiendo el programa estándar de PCR (ver apartado 3.4.3). El resultado de 
la amplificación se analizó cargando 5 µl de cada producto amplificado en geles de 
agarosa del 1% (ver apartado 3.4.6).
36 Análisis del splicing alternativo mediante PCR anidada
La PCR anidada consiste en utilizar el producto de una amplificación previa como 
molde para realizar una segunda amplificación con otros cebadores que se ubican 
dentro de la primera secuencia amplificada (Figura 3-1.1). Esta metodología se usó 
para analizar el splicing alternativo del gen NCR3 en las distintas especies para lo 
que se diseñaron parejas de cebadores directos en el exón 1 en el entorno del ATG 
iniciador y parejas de cebadores reversos en el exón 4 (o 4I en primates), próximos 
al codón de terminación de la traducción descrito para cada especie. En primates se 
diseñaron parejas de cebadores reversos adicionales, comunes para los exones 4II y 
4III, próximos al codón de terminación presente en el exón 4III, que se combinaron con 
los cebadores directos diseñados en el exón 1 (Tabla 3-5). La primera amplificación se 
realizó utilizando 1 µl de cDNA de cada muestra (ver apartado 3.4.3) y la combinación 
de los cebadores directo y reverso más externos  (Figura 3-1.1). Para la segunda 
amplificación se utilizó 1 µl de la primera reacción de PCR como molde, y la pareja 
de cebadores más internos (Figura 3-1.1). Ambas amplificaciones se realizaron con 
la mezcla de reacción y el programa estándar descritos en el apartado 3.4.3. 
Figura 3-1 Representación esquemática de las etapas realizadas en el proceso de identificación de las distintas 
variantes de splicing mediante PCR anidada. 
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El resultado de la amplificación en los diferentes tejidos y líneas celulares se 
resolvió mediante electroforesis en geles de agarosa del 2% (ver apartado 3.4.6) 
(Figura 3-1.2). En función del resultado de la amplificación y de la separación 
electroforética se siguieron dos estrategias para identificar las variantes de splicing. 
La primera consistió en la purificación de cada variante amplificada directamente 
tras la escisión de la banda correspondiente en el gel de agarosa, que se envió 
a secuenciar bidireccionalmente utilizando los mismos cebadores empleados en la 
segunda amplificación (Figura 3-1.2 y 3-1.3). En los casos en los que el aislamiento 
de los diferentes productos amplificados no era posible, por dar lugar a bandas 
cercanas, éstos se clonaron en el vector pGEM®-t Easy (Figura 3-1.2 y 3-1.3). Para 
ello se purificó el producto de PCR directamente (o un grupo de bandas aisladas del 
gel) y se utilizó 10 µl de esta mezcla como inserto  para una reacción de ligación 
con pGEM®-t Easy (ver apartado 3.4.5). Con el producto ligado se transformaron 
bacterias competentes, que tras crecer fueron seleccionadas por PCR utilizando los 
Tabla 3-5 Relación de los oligonucleótidos utilizados como cebadores en el análisis de las variantes de splicing 
del gen NCR3 en cada una de las especies mediante PCR anidada. También se incluyen los cebadores multi-
especie utilizados para la amplificación por PCR del DNA genómico del gen NCR3 de algunos primates. 
Especie Nombre oligonucleótido Exón/Intrón Sentido Secuencia (5’-3’)
Homo sapiens y Macaca mulatta 1C7289F E1 D CCACCTGGGACATCTTCCG
RT26891HF E1 D ATGGCCTGGATGCTGTTGC
1C7C3688R E4I R GAGGACTAGGGACATCTGGG
Hs1C7E4IR1 E4I R ATTGGGGTCTTTTGAAGAGGAC
1C7AB3906R E4II/E4III R AGCAGATGTGCTGAGCTCC
Hs1C7E4IIR2 E4II/E4III R CAGGAAAGGGCAGTTGCC
Mus musculus RT68682MF E1 D ATGGCCAAGGTGCTCCTGG
RT68702McarF E1 D ATCTTCATCATGGTTTATCC
RT72941McarR E4 R AGAATCACTTCTCAGAGGC
RT72989McarR E4 R GTAAGGACTTATTGTTGGC
Rattus norvegicus E1_OutRF E1 D CGCTTCGCCAATGGGAGG
E1_InRF E1 D ATGGCCAAGGTGCTGCTGG
E4_InRR E4 R GGGATTTAGAATCGCTCCTC
E4_OutRR E4 R GGCCTCTTTGAGTGCTGGAT
Bos taurus y Sus scrofa E1_InBSF E1 D CATGGCCCAGATGCTGTTG
E1_OutBSF E1 D CCTCATCAACAGGAACACCC
E4I_InBSR E4 R CACTCATCAGAGGCCATCC
E4I_OutBSR E4 R TCACTGGGGTCTGGAATCAC
PrimE1F1 E1 D TTCCTCCTCCACCCAGACC
PrimI1R1 I1 R GCATCTAGTCCAGCCTCCTG
PrimE3F1 E3 D CTGTCAGCTTTCTCTCTGTGG
PrimE4II-IIIR1 E4II/E4III R AGTTGCCAAGGAGGAGTCAT
PanPrimE1F1 E1 D TCACTGCTCAGATCCCCTTC
PanPrimE1F2 E1 D AACTGGGACATCTTCCGACA
PanPrimE4IR1 E4I R AGGAGTGGCAGTGTGTTCC
PanPrimE4IR2 E4I R GGCTCTGGAATCACTCCTC
PanPrimE4II-IIIR1 E4II/E4III R CTTGGACCTTTCCAGGTCAG
PanPrimE4II-IIIR2 E4II/E4III R GCTGAGCTCCCACATGGT
Homo sapiens, Gorilla gorilla, 
Pongo pigmaeus, Colobus guereza, 
Papio cynocephalus,
Macaca fascicularis y Cebus apella
Multi-especie (secuenciación 
DNA genómico)
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mismos cebadores internos que en la amplificación original. El análisis electroforético 
de la amplificación procedente de cada colonia permitió la selección de las distintas 
variantes de splicing y tras la purificación de los plásmidos correspondientes éstos 
fueron secuenciados bidireccionalmente utilizando los oligonucleótidos universales 
T7 y Sp6. El análisis descrito se realizó por triplicado en cada una de las muestras 
para la identificación de todas las variantes de splicing. 
37 Análisis del splicing alternativo mediante RNA seq
3.7.1 Obtención de secuencias de RNA-seq
Para analizar el splicing alternativo mediante RNAseq se utilizaron secuencias 
disponibles públicamente en las bases de datos procedentes de experimentos de 
RNA-seq de muestras de las distintas especies incluidas en este trabajo (Tabla S2). 
La búsqueda de éstas fue bibliográfica a través de PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed), mediante el rastreo directo de la base de datos GEO (di de que viene 
GEO) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) o procedentes del proyecto Encyclopedia 
of DNA Elements (ENCODE) (http://genome.ucsc.edu/ENCODE/). Los datos se 
descargaron del repositorio Sequence Read Archive (SRA) (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/sra), en su formato propio (formato “sra”). Para la conversión de este formato al 
convencional “fastq” se utilizo el comando “fastq-dump” del paquete SRA-toolkit 2�0, 
disponible en el repositorio SRA. 
Además de los datos disponibles en las bases de datos, se utilizaron las secuencias 
obtenidas en el laboratorio a partir de la secuenciación de dos muestras procedentes 
de una mezcla de RNAs obtenidos de sangre (PBMCs) de dos donantes sanos 
(Tabla S1). La extracción de RNA total de ambas muestras de sangre siguió el mismo 
protocolo que el descrito en el apartado 3.5.2. Se preparó una mezcla equilibrada 
de ambas muestras que se empleó para la síntesis de cDNA de doble cadena (ds 
cDNA) utilizando el kit MINT (Evrogen). Tras la síntesis de ds cDNA se dividió la 
muestras en dos partes iguales. Ambas muestras fueron pre-amplificadas utilizando 
el kit TRIMMER (Evrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una de las dos 
muestras fue normalizada con el kit TRIMMER (Evrogen), para reducir la contribución 
de los genes de alta expresión e incrementar la detección de genes de baja expresión, 
y por lo tanto, de variantes de splicing de baja expresión. La secuenciación se realizó 
en un Genome Analyzer II (Illumina) en “The Wellcome Trust Sanger Institute”, gracias 
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Tabla 3-6 Referencia de las versiones de los genomas utilizadas de las distintas especies.
Especie Versión Base de datos Dirección
Homo sapiens GRCh37 Ensembl ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-71/fasta/homo_sapiens/
Pan troglodytes CHIMP2.1.4 Ensembl ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-70/fasta/pan_troglodytes/
Gorilla gorilla Gor3.1 Ensembl ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-70/fasta/gorilla_gorilla/
Pongo abelli PPYG2 Ensembl ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-71/fasta/pongo_abelii/
Macaca mullata MMUL 1 Ensembl ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-70/fasta/macaca_mulatta/
Macaca fascicularis MacFas_Jun2011 NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJEA48347/
Papio anubis Panu_2.0 NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA169345/
Rattus norvegicus Rnor 5.0 Ensembl ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-70/gtf/rattus_norvegicus/
Mus musculus GRCm38 Ensembl ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-70/gtf/mus_musculus/
Bos taurus UMD3.1 Ensembl ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-70/gtf/bos_taurus/
Sus scrofa Sscrofa10.2 Ensembl ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-71/gtf/sus_scrofa/
a una colaboración con el Dr Harold Swerdlow, donde se realizó la fragmentación y la 
preparación de las librerías de cada muestra siguiendo las indicaciones de Illumina. 
Cada muestra fue secuenciada (108 ciclos por cada extremo, 2x108) en una línea 
independiente y el filtrado de calidad se realizó de acuerdo a los estándares de 
Illumina. Se obtuvieron 23.123.872 lecturas (2x108) en la muestra sin normalizar y 
20.277.787 de lecturas (2x108) de la muestra normalizada. La calidad de las lecturas 
se analizó con el programa FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/
projects/fastqc/). 
3.7.2 Análisis de las secuencias de RNAseq
Para el análisis de las secuencias de RNA-seq se procedió al alineamiento de éstas 
contra el genoma de referencia de cada especie obtenido de Ensembl o de NCBI 
(Tabla 3-6). Para el alineamiento se utilizaron los programas Bowtie (versión 0.12.7) 
(Langmead et al., 2009) y Tophat (versión 2.0.2) (Trapnell et al., 2009) y los parámetros 
utilizados fueron los determinados por defecto, suministrando a Tophat la anotación 
del genoma disponible (Tabla 3-6) y permitiendo la detección de nuevas uniones 
de exones no descritas en dicha anotación. La conversión de formatos de lecturas 
alineadas se realizo con el programa Samtools (versión 0.0.18) (Li et al., 2009) y la 
visualización de los alineamientos se realizó con el navegador IGV (Robinson et al., 
2011). 
Las uniones de exones procedentes del gen NCR3 en cada especie se obtuvieron 
filtrando el fichero de resultados “Junctions�bed” (Tophat), mediante el uso de scripts 
de python desarrollados en esta Tesis. Sólo se consideraron válidas las uniones de 
exones presentes en más de una muestra o que estuvieran soportadas por más de 
una lectura (además de tener más de ocho nucleótidos en cada extremo de la unión). 
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El número de lecturas en las uniones de exones se normalizó por el número total de 
lecturas alineadas en cada muestra (en millones). Las uniones de exones detectadas 
en Homo sapiens (la especie de referencia) se nombraron como H1-H20. Las uniones 
de exones detectadas en otras especies que se localicen en las mismas posiciones 
relativas que en humano recibieron el mismo nombre. Las nuevas uniones de exones 
detectadas en cada especies sin homólogos en humano se nombraron con la primera 
letra del nombre de la especie y un número, excepto en el grupo de primates (Gorilla 
gorilla, Colobus guereza, Papio cynocephalus, Macaca mulatta, Macaca fascicularis 
y Cebus apella) en el que se utilizó la letra “P” (de Primates) seguido de un número 
para nombrar a las nuevas uniones de exones.
Para el cálculo de la expresión del gen NCR3 en Reads Per Kilobase per Million 
mapped reads (RPKMs) se contabilizó el número de lecturas alineadas en los exones 
del gen NCR3 y este valor fue normalizado por la suma de la longitud de los exones 
(en Kb) y por el número total de lecturas alineadas (en millones). Para ello se utilizó 
Samtools y scripts de python desarrollados en esta Tesis. 
38 Anotación y estudio de la conservación del gen NCR3 y su entorno
El análisis de la conservación del gen NCR3 se realizó con el programa mVista (http://
genome.lbl.gov/vista/mvista/submit.shtml), suministrándole la secuencia genómica 
del gen de cada una de las especies y la anotación de éste corregida según lo descrito 
en el apartado 4.1 de esta Tesis. 
Para el análisis de la sintenia de la región de MHC de clase III se obtuvieron las 
secuencias de las variantes canónicas de todos los genes de la región humana (Xie 
et al., 2003) usando BioMart (Smedley et al., 2009). Estas secuencias se utilizaron 
para la búsqueda de homólogos en las demás especies mediante el uso de tBlastn 
(Camacho et al., 2009). Los resultados del alineamiento se filtraron con scripts de 
python desarrollados en esta Tesis.
El estudio de la densidad génica se realizó también con scripts de python desarrollados 
en esta Tesis. El genoma de cada especie se recorrió en ventanas de 1 Mb, en las 
que se calculó el porcentaje del contenido en G y C, se obtuvo el número de genes 
de la anotación disponible y se extrajo el número de uniones de exones diferentes 
registradas en dicha anotación (Tabla 3-6). De los resultados del alineamiento de las 
secuencias de RNA-seq de cada especie se extrajo la información correspondiente a 
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uniones de exones detectadas (fichero “junctions�bed” de Tophat). Se agruparon las 
uniones de exones detectadas en todas las muestras analizadas y se consideraron 
válidas aquellas soportadas por al menos cinco lecturas. La representaciones gráficas 
de estos datos se realizó con el uso del módulo matplotlib de python. Las uniones de 
exones detectadas se compararon con las descritas mediante el uso de scripts de 
python desarrollados en esta Tesis. Para la generación de los diagramas de Venn se 
utilizó el módulo Venn/Euler de R. 
39 PCR cuantitativa (qPCR)
La PCR cuantitativa (qPCR) permite conocer de manera precisa los niveles de 
expresión de uno o varios mensajeros y su comparación entre muestras. Existen dos 
aproximaciones principales en la qPCR: relativa, que permite comparar los niveles 
de expresión de un mensajero en diferentes muestras, y absoluta, indicada para 
comparar los niveles de expresión de varios mensajeros en una misma muestra.
En la primera aproximación se necesita la utilización de uno o varios mensajeros 
normalizadores (GAPDH, POLR2A, Actina, etc.) para corregir las potenciales 
diferencias existentes en las cantidades de RNA de cada una de las muestras que 
se utilizó para la síntesis de cDNA, las diferencias en la degradación de cada una 
de las muestras e incluso las diferencias de carga de las distintas muestras en el 
propio proceso de amplificación. En estas circunstancias, dado que sólo se evalúa 
la expresión un mensajero problema y los mensajeros de los normalizadores, cabría 
esperar que la eficiencia de amplificación en las distintas muestras fuese constante, 
de modo que podemos utilizar el método 2∆∆Ct o de Livak (Livak and Schmittgen, 
2001) para el análisis de los resultados. Sin embargo, la eficiencia de las distintas 
parejas de cebadores se puede medir a través del análisis de curvas de dilución de 
cDNA o del mismo producto de PCR amplificado (amplicón) purificado o clonado en 
un vector. Si calculamos de este modo la eficiencia podremos aplicar el método de 
Pffafl (Pfaffl, 2001) para el análisis que es más preciso que el primero.
En la aproximación absoluta de la qPCR no es necesario el uso de normalizadores, 
puesto que se trata de cuantificar varios mensajeros de una única muestra. Sin 
embargo, es necesario el uso de curvas de dilución de estándares de concentración 
conocida (generalmente amplicones clonados en un vector) para poder interpolar 
los resultados en la curva y conocer la concentración de los distintos mensajeros 
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Figura 3-2 Representación gráfica del diseño de cebadores utilizado para la cuantificación de las nueve variantes 
canónicas del gen NCR3� 
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en la muestra, que ya estarán corregidos por la eficiencia de la pareja de cebadores 
definida por la curva de dilución de estándares. 
Sin embargo, en este trabajo se han comparado los niveles de expresión de diferentes 
mensajeros entre ellos en la misma muestra y entre muestras, de manera que se ha 
seguido un procedimiento híbrido entre estos dos. Se ha utilizado una cuantificación 
absoluta que permite la comparación intra-muestra, pero además los resultados 
fueron normalizados para habilitar la comparación entre muestras. 
3.9.1 Diseño de los cebadores
Dado el alto porcentaje de secuencia compartida por más de una variante de splicing 
del gen NCR3 se diseñaron manualmente cebadores específicos de eventos de 
splicing concretos. Éstos son capaces de hibridar con más de una variante, sin 
embargo la combinación de dos de estos cebadores, diseñados en dos eventos de 
splicing, permite la amplificación específica de una variante concreta (Figura 3-2 y 
Tabla 3-7). Además se diseñaron cebadores comunes (HsNCR3F y HsNCR3R) que 
permitieran la cuantificación global de todas las variantes de splicing (Figura 3-2 y 
Tabla 3-7). 
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Para el diseño de los cebadores destinados a la amplificación de los mensajeros 
normalizadores se utilizó el programa Primer3plus, de manera que el amplicón 
estuviese interrumpido por al menos un intrón en la secuencia genómica, evitándose 
así la amplificación inespecífica de DNA genómico contaminante. Los normalizadores 
utilizados fueron el mensajero del enzima glucolítico Gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa (GADPH, NM_002046.4) y el mensajero de la subunidad grande de 
la RNA polimerasa II (POLR2A, NM_000937.4). 
Todos los cebadores se analizaron informáticamente para asegurar su especificidad 
y se testaron experimentalmente mediante PCR estándar (ver aparatado 3.4.3) antes 
de proceder a la cuantificación definitiva. La especificidad de los cebadores de cada 
variante del gen NCR3 se corroboró además mediante el análisis de la amplificación 
cruzada. Para ello se enfrentó cada pareja de cebadores con todas las variantes 
canónicas clonadas en el vector pGEM®-t Easy, obtenidas durante el proceso de 
análisis del splicing del gen NCR3 en humano (ver apartado 3.6), como molde en 
reacciones en qPCR (ver más abajo). 
3.9.2 Preparación de las curvas de dilución de estándares
Para la preparación de las curvas de estándares se utilizaron los vectores derivados 
de pGEM®-t Easy en los que habían sido clonadas las nueve variantes canónicas del 
gen NCR3. También se clonaron en pGEM®-t Easy los productos de la amplificación de 
los mensajeros de los genes normalizadores POLR2A y GAPDH, usando los mismos 
cebadores que se usaron para la qPCR (Tabla 3-7) y cDNA procedente de células 
HeLa como molde siguiendo el protocolo estándar descrito en lo apartado 3.4. Todos 
estos vectores fueron linearizados mediante digestión con el enzima de restricción 
SpeI, tras lo que fueron purificados y cuantificadas espectrofotométricamente 
(Nanodrop ND-1000) por triplicado. Entonces se calculó el número de moléculas por 
µl, considerando que el peso molecular medio de 1 pb es 0,66 ng/pmol y la siguiente 
fórmula:
 
Donde PM es el peso molecular del vector calculado como 0,66 ng/pmol * N, siendo 
N la longitud del vector en pb. NA es el Número de Avogadro (6,023x1023 moléculas/
mol). Se prepararon diluciones seriadas desde 10 a 1x105 moléculas/µl de cada 
NºMoléculas
µl
[ng/µl]
PM (ng/pmol)
= x
1012moles
pmoles
xNA
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Nombre oligonucleótido Exón/Intrón Sentido Secuencia (5’-3’)
HsNCR3E2F2 E2 D CACTTGCTTCTTCCCGTTTC
HsNCR3E2I2IIF2 E2I-E2II D AGGGAAGGAGGCTGAGCT
HsNCR3E2IIF2 E1-E2II D ATCATGGTCCATCCAGGCTG
HsNCR3E4IR3 E4I R GCAGTGTGTTCCCATGTGAC
HsNCR3E4IIR4 E3-E4II R GGGGAATCCGGAGAGAGTAG
HsNCR3E4IIIR3 E3-E4III R CTTTCCAGGTCAGACATTTGC
HsNCR3F E2II D TACGTGTGCAGAGTGGAGGT
HsNCR3R E3 R GGCCACAGAGAGAAAGCTGA
HsPOLR2AF E10 D GCAAATTCACCAAGAGAGACG
HsPOLR2AR E11 R CACGTCGACAGGAACATCAG
HsGAPDHE2-3F1 E2-E3 D GAGTCAACGGATTTGGTCGT
HsGAPDHE5R1 E5 R TTGATTTTGGAGGGATCTCG
Tabla 3-7 Oligonucleótidos utilizados como cebadores en la cuantificación por qPCR de 
las variantes de splicing del gen NCR3. También se indican los cebadores utilizados para la 
amplificación de los mensajeros normalizadores.
plásmido linearizado que se utilizaron como curva de estándares. 
3.9.3 Amplificación
La amplificación se realizó en el termociclador ABI Prism 7900HT (Applied 
Biosystems) utilizando la Taq polimerasa del kit Power Sybr® Green Master Mix 
(Applied Biosystems). Se utilizó la mezcla de reacción que se detalla en la Tabla 
3-8 y el programa descrito en la Figura 3-3. Como molde se utilizó 1 µl de cDNA 
procedente de cada una de las muestras humanas preparado como se describe 
en el apartado 3.5.3. En el caso de las curvas de estándares como molde de las 
reacciones se utilizó 1 µl de los plásmido linearizado descritos en el apartado anterior 
a la concentración requerida. La detección de fluorescencia se realizó a 75ºC para 
evitar la cuantificación de los dímeros de oligonucleótidos, siendo la temperatura de 
fusión o melting de todos los amplicones superior a dicha temperatura (determinada 
experimentalmente). Todas las muestras se analizaron por triplicado siendo 
necesario el desarrollo de varios experimentos de qPCR en placas de 384 pocillos. 
Para reducir las posibles diferencias entre experimentos se utilizaron calibradores 
inter-experimento. Estos calibradores fueron los plásmidos utilizados para las curvas 
de estándares a una concentración de 1x105 moléculas/µl, que permitieron ajustar 
Tabla 3-8 Mezcla de reacción utilizada para las reacciones de qPCR. NFW: 
Nuclease Free Water, agua libre de nucleasas. 
[Inicial] [Final] Volumen (µl)
Power Sybr® Green Master Mix 2X 1X 5
Mezcla de cebadores 2,5 µM 0,25 µM 1
Molde - - 1
H2O (NFW) - - Hasta 10 µl
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las curvas de estándares para adaptarlas a las circunstancias concretas de cada 
experimento. Tras el proceso de amplificación se procedió al análisis de las curvas 
de disociación para comprobar la presencia de un único producto amplificado en 
cada pocillo (Figura 3-3). Para ello, al final del proceso de amplificación, se añadió 
una etapa de desnaturalización controlada, aumentando la temperatura medio grado 
cada 15 segundos y midiendo la fluorescencia en cada temperatura. La pérdida de 
fluorescencia debida a la desnaturalización, puesto que el Sybr® Green sólo se 
intercala en los productos de cadena doble, permite determinar de manera precisa la 
temperatura de fusión o melting de cada producto amplificado. 
3.9.4 Análisis de los resultados
Tras el desarrollo de los distintos experimentos se procedió al análisis de los 
resultados. Se utilizó el programa SDS (Applied Biosystems) para obtener los valores 
de la cuantificación, permitiendo al programa establecer la línea de base (ruido de 
fondo) de manera automática. En qPCR se utiliza el Ciclo Umbral o Ct (threshold 
cycle) como parámetro fundamental, que es el ciclo, durante la fase lineal de la 
amplificación, en el que la señal de fluorescencia es superior a la fluorescencia basal 
o ruido de fondo. Por lo tanto, el Ct es inversamente proporcional a la cantidad inicial 
de molde. Con los valores de la cuantificación de las curvas de estándares se calculó 
la eficiencia de cada pareja de cebadores. Para ello se representó el Ct obtenido 
frente al logaritmo de la concentración (Figura 3-4) y se utilizaron los parámetros de 
la recta definida para calcular la eficiencia con la siguiente fórmula:
       (Pfaffl, 2001)
Donde m es la pendiente de la recta (Figura 3-4). 
Para la cuantificación de las distintas variantes de splicing del gen NCR3 se interpolaron 
los Ct obtenidos en las rectas de referencia, resultado de la cuantificación de los 
E =10
!1
m !1 	  
Figura 3-3 Programa utilizado en la cuantificación por qPCR de las variantes de splicing del gen NCR3.
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Figura 3-4 Ejemplo del análisis de las curvas de estándares realizado.  m, pendiente de 
la recta; b, intersección de la recta con el eje de abscisas, R2, coeficiente de correlación. 
estándares de cada variante, para obtener la concentración (10Ct = moléculas/µl). 
Los valores de expresión fueron normalizados por la media geométrica de los valores 
obtenidos de la amplificación de los mensajeros normalizadores en cada muestra. 
Los valores obtenidos de la amplificación utilizando los cebadores comunes para 
todas las variantes de NCR3 en bazo adulto tras la normalización se consideró como 
el 100% de expresión, escalando el resto de los valores con respecto a este para su 
comparación. 
En cada experimento independiente se ajustaron las rectas de referencia (curvas 
de estándares) mediante el uso de los calibradores inter-experimento. Dado que los 
calibradores son muestras de plásmido linearizado de concentración conocida, los 
resultados de su cuantificación (Ct) permiten recalcular la intersección de la recta 
de referencia con el eje de abcisas (b) (Figura 3-4), permitiendo ajustar la recta a 
las circunstancias concretas de cada experimento, asumiendo que la eficiencia de la 
amplificación de cada pareja de cebadores es constante y por lo tanto, la pendiente 
de la curva es siempre la misma.
-82-
Alberto Rastrojo Lastras
310 Plásmidos y construcciones
Las amplificaciones desarrolladas para la construcción de los distintos vectores y 
plásmidos (vectores con inserto) se realizaron con la polimerasa de alta fidelidad 
Phusion® (NEB) como se describe en el apartado 3.4.3. Todas las construcciones 
fueron confirmadas mediante secuenciación bidireccional (ver apartado 3.4.8). 
3.10.1 Vectores construidos
Además de los vectores comerciales pcDNA3.1TM/Zeo(-) (Invitrogen) y pcDNA3.1TM/
V5-His TOPO® (Invitrogen) se construyeron los siguientes vectores para la realización 
de esta Tesis como esqueleto para la obtención de los plásmidos destinados a la 
expresión de proteínas recombinantes en células de mamíferos e insecto:
 pZC: derivado del vector pcDNA3.1TM/Zeo(-) (Invitrogen). Se clonó la 
secuencia codificante del péptido señal de la proteína CD33 humana (número de 
acceso P20138). Para ello se usaron los oligonucleótidos CD33F y CD33R (Tabla 
3-9) que contenían toda la secuencia del péptido señal además de los sitios de 
reconocimiento por los enzimas NheI y XbaI que se desnaturalizaron a 95ºC y luego 
se redujo la temperatura medio grado cada minuto hasta los 25ºC para permitir la 
hibridación. Tras la hibridación se digirió con los enzimas NheI y XbaI (Figura 3-5A) y 
se clonó en pcDNA3.1TM/Zeo(-) digerido con los mismos enzimas. 
 pZCV: para la construcción de este vector se utilizo pZC como esqueleto. Se 
usó la misma estrategia que en el caso anterior para clonar la secuencia codificante 
del epítopo V5 a través de la hibridación de los oligonucleótidos V5F y V5R (Tabla 
3-9), que tras su digestión con los enzimas XbaI y XhoI se clonaron en el vector pZC 
digerido del mismo modo (Figura 3-5B).
 pZC-Fc: para la construcción de este vector se amplificó la secuencia 
codificante de la porción Fc de la inmunoglobulina G1 humana (hIgG1-Fc) usando 
como molde el plásmido pIgPlus (R&D Systems) y los cebadores FC_EcoRI_XhoI_F 
y FC_HindIII_R (Tabla 3-9). El producto amplificado se digirió con los enzimas EcoRI 
y XhoI y se clonó en el vector pZC (Figura 3-5C).
 pZ-EGFP: se obtuvo la secuencia codificante de la proteína EGFP mediante 
amplificación con los cebadores EcoRV_EGFP_F y EGFP_HindIII_R (Tabla 3-9) 
usando el vector pEGFP-N1 (NEB) como molde. El producto amplificado, sin el ATG 
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Plásmido Vector Inserto Nombre oligonucleótido Sentido Secuencia (5’-3’)
CD33F D
CCCGCTAGCATGCCGCTGCTGCTACTGCTGCCCCTGC
TGTGGGCAGGGGCCCTGGCTATGTCTAGACCC
CD33R R
GGGTCTAGACATAGCCAGGGCCCCTGCCCACAGCAG
GGGCAGCAGTAGCAGCAGCGGCATGCTAGCGGG  
V5F D
CCCTCTAGAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGG
TCTCGATTCTACGCCCCTCGAGCCC
V5R R
GGGCTCGAGGGGCGTAGAATCGAGACCGAGGAGAG
GGTTAGGGATAGGCTTACCTCTAGAGGG 
FC_EcoRI_XhoI_F D CCCGAATTCTCGAGCCCAAATCTTGTGAC
FC_HindIII_R R CCCAAGCTTTCATTTACCCGGAGAC
EcoRV_EGFP_F D CCCGATATCGTGAGCAAGGGCGAG
EGFP_HindIII_R R CCCAAGCTTTTACTTGTACAGCTC
HsNCR3E2V5F D CCCCTCGAGTGGGTGTCCCAGCCCCCT
HSNCR3E4IIIV5R R GGGGAATTCTCAGCCTCCTGGGACTGG 
HsNCR3E2V5F D CCCCTCGAGTGGGTGTCCCAGCCCCCT
HSNCR3E4IIV5R R GGGGAATTCTCAGAGTTGGGGGAATCC
HsNCR3E2V5F D CCCCTCGAGTGGGTGTCCCAGCCCCCT
HSNCR3E4IV5R R GGGGAATTCCTAGGGACATCTGGGCTC 
HsNCR3E2V5F D CCCCTCGAGTGGGTGTCCCAGCCCCCT
HSNCR3E4IIV5R R GGGGAATTCTCAGAGTTGGGGGAATCC
HsNCR3E2V5F D CCCCTCGAGTGGGTGTCCCAGCCCCCT
HSNCR3E4IIIV5R R GGGGAATTCTCAGCCTCCTGGGACTGG 
HsNCR3E2V5F D CCCCTCGAGTGGGTGTCCCAGCCCCCT
HSNCR3E4IV5R R GGGGAATTCCTAGGGACATCTGGGCTC 
HsB7H6_PZCV_F D GGGGAATTCGTAGAGATGATGGCAGGG
HsB7H6_PZCV_R R CCCGGATCCTTACTGTAGGGGTAACAG
pZCV-B7.1_Xhoi_F D CCCCTCGAGGTTATCCACGTGACCAAG
pZCV-B7.1_EcoRI_R R CCCGAATTCTTATACAGGGCGTACAC
HsNCR3_F2 D CCCAAGCTTATGGCCTGGATGCTGTTG
pNCR3c_R3XbaI R GGGTCTAGACCGGGACATCTGGGCTCTGG
hsB7H6HisF D GGGAAGCTTACCATGACGTGGAGGGCT
hsB7H6HisR R GGGACCGGTCTGTAGGGGTAACAG
pAL7NCR3E1-2F1_5EcoRI D CCCGAATTCTTTGTGCTCTCTGGGTGTCCCA
pAL7NCR3RXbaI R GGGTCTAGAGGGACTGTACCAGCCCC 
pAL7NCR3E1-2F1_5EcoRI D CCCGAATTCTTTGTGCTCTCTGGGTGTCCCA
pAL7NCR3RXbaI R GGGTCTAGAGGGACTGTACCAGCCCC 
pZC-NCR3_XbaI_F D CCCTCTAGACTCTGGGTGTCCCAGCC
pZC-NCR3_xhoI_R R CCCCTCGAGCCGAAGGAGGAGGAC
pZC-NCR3_XbaI_F D CCCTCTAGACTCTGGGTGTCCCAGCC
pZC-NCR3_xhoI_R R CCCCTCGAGCCGAAGGAGGAGGAC
pZC-CTLA-4_XbaI_F D CCCTCTAGAAAAGCAATGCACGTGG
pZC-CTLA-4_xhoI_R R CCCCTCGAGGTCAGAATCTGGGCAC
pZC-B7H6_XbaI_F D CCCTCTAGAGATCTGAAAGTAGAG
pZC-B7H6_xhoI_R R CCCCTCGAGGGAAAAATTATCTGTC
pZC-B7.1_XbaI_F D CCCTCTAGAGTTATCCACGTGACCAAG
pZC-B7.1_xhoI_R R CCCCTCGAGGTTATCAGGAAAATGC
accATG_NCR3_F D CCCGCTAGCACCATGGCCTGGATGCTG
NCR3_TM_EcoRV R CCCGAATTCTCAGATATCTTTGCCCTGGTA
accATG_NCR3_F D CCCGCTAGCACCATGGCCTGGATGCTG
NCR3_TM_EcoRV R CCCGAATTCTCAGATATCTTTGCCCTGGTA
CT4GFP_F D CCCGCTAGCACCATGGCTTGCCTTGG
CT4GFP_R R CCCGATATCGCTTCTTTTCTTTAGC
NheI_B7H6_F D GGGGCTAGCACCATGACGTGGAGGGCT
B7H6_TM_EcoRV R CCCGATATCTGAAGATGATTTG
hIgG1-Fc (pIgPlus)pZCpZC-FC
pZ-EGFP pcDNA3.1TM/Zeo(-) (Invitrogen) EGFP
pZC pcDNA3.1TM/Zeo(-) (Invitrogen) 
Secuencia del péptido 
señal de CD33
pZCV pZC Secuencia del epítopo V5 
pZCV
pZCV
pZCV
pZCV
pZCV
NCR3A
NCR3B
NCR3C
NCR3D
NCR3E
pV5-NCR3A
pV5-NCR3B
pV5-NCR3C
pV5-NCR3D
pV5-NCR3E
pV5-NCR3F
pV5-B7H6
pV5-B7.1
B7H6
B7.1
pZCV
pZCV
pZCV
NCR3F
pZC-NCR3A-Fc NCR3 ectodominio  IgV
pNCR3C-V5His
B7H6pcDNA3.1TM/V5-His TOPO® (Invitrogen) pB7H6-His
pAL7
NCR3CpcDNA3.1TM/V5-His TOPO® (Invitrogen) 
pAL7
NCR3 ectodominio  IgV
NCR3 ectodominio  IgC
pAL7-IgV
pAL7-IgC
pZC-FC
pZC-FC
pZC-FC
pZC-FC
pZC-FC
pNCR3A-GFP
pNCR3E-GFP
pCTLA4-GFP
pB7H6-GFP
NCR3 ectodominio  IgC
CTLA4 (ectodominio)
B7H6 (ectodominio)
B7.1 (ectodominio)
pZ-EGFP
pZC-NCR3E-Fc
pZC-CTLA4-Fc
pZC-B7H6-Fc
pZC-B7.1-Fc
B7H6 (ectodominio y 
región transmembrana)
NCR3 (ectodominio IgV y 
región transmembrana)
NCR3 (ectodominio IgC y 
región transmembrana)
CTLA4 (ectodominio y 
región transmembrana)
pZ-EGFP
pZ-EGFP
pZ-EGFP
Tabla 3-9 Oligonucleótidos utilizados como cebadores en la cuantificación por qPCR de las variantes de 
splicing del gen NCR3. También se indican los cebadores utilizados para la amplificación de los mensajeros 
normalizadores.
iniciador para evitar su expresión, se digirió con los enzimas EcoRV y HindIII para ser 
clonado en el vector pcDNA3.1TM/Zeo(-) (Invitrogen) digerido con los mismos enzimas 
(Figura 3-5D). 
Además se utilizó el vector pAL7, disponible en el laboratorio, derivado del vector 
pFast-BacTM1 (Invotrogen), en el que se clonó la secuencia codificante del péptido 
señal de la melitina (Apis mellifera) tras el promotor de la polihedrina y las secuencias 
codificantes de los epítopos V5 y 6xHis, en fase, en el extremo 3’ del sitio de clonaje 
múltiple (MCS).
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3.10.2 Plásmidos construidos
A partir de los vectores anteriores se obtuvieron las siguientes construcciones 
(plásmidos):
 pV5-NCR3 (variante A-F), pV5-B7H6 y pV5-B7.1: el vector pZCV se usó como 
esqueleto para el clonaje de las distintas secuencias codificantes de las variantes 
de splicing del gen NCR3 y de los mensajeros de B7H6 (NM_001202439.1) y de 
B7�1 (NM_005191.3). Se amplificaron mediante PCR las secuencias codificantes 
completas mencionadas, excepto la secuencia codificante del péptido señal, con los 
cebadores indicados en la Tabla 3-9. En el caso de las variantes del gen NCR3 se 
utilizó como molde los plásmidos derivados de pGEM®-t Easy obtenidos previamente 
(ver apartado 3.6). Para la amplificación de los mensajeros de los genes B7H6 y B7�1 
se utilizó 1 µl de cDNA procedente de sangre de un donante sano. Los productos 
amplificados fueron digeridos con XhoI y EcoRI, excepto B7H6 que fue digerido con 
EcoRI y BamHI, y clonados en el vector pZCV digerido del mismo modo que los 
insertos correspondientes manteniendo la fase de lectura con la secuencia codificante 
del péptido señal de CD33 y del epítopo V5 presentes en el vector (Figura 3-5E-F).
 pNCR3C-V5His: se amplificó la secuencia codificante completa de la variante 
C del gen NCR3, excepto el codón de terminación para fusionar esta secuencia a 
las de V5 y His, con los cebadores HsNCR3_F2 y pNCR3c_R3XbaI (Tabla 3-9) y 
usando como molde el plásmido derivado de pGEM®-t Easy obtenido previamente. 
Tras la digestión del producto amplificado con HindIII y XbaI se clonó en el vector 
pcDNA3.1TM/V5-His TOPO® (Invitrogen) digerido del mismo modo, quedando el 
inserto en fase con la secuencia codificante de los epítopos V5 y 6xHis (Figura 3-5G). 
 pB7H6-His: como en el caso anterior el vector utilizado como esqueleto 
fue pcDNA3.1TM/V5-His TOPO® (Invitrogen). Se amplificó la secuencia codificante 
completa del mensajero de B7H6, excepto el codón de terminación para fusionar 
estas secuencias a His, usando como molde 1 µl de cDNA procedente de células 
HeLa y los cebadores hsB7H6HisF y hsB7H6HisR (Tabla 3-9). Se digirió el inserto 
con HindIII y AgeI y se clonó en el vector indicado digerido con los mismos enzimas 
de modo que se eliminó la secuencia codificante del epítopo V5 (Figura 3-5H). 
 pEGFP: para la obtención de este plásmido se digirió el plásmido pEGFP-N1 
(NEB) con los enzimas NheI y NotI. El fragmento portador de la secuencia codificante 
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de la proteína EGFP se clonó en el vector pcDNA3.1TM/Zeo(-) (Invitrogen) digerido 
con los mismos enzimas de restricción (Figura 3-5I). 
 pAL7-IgV y pAL7-IgC: la secuencia codificante correspondiente con los 
aminoácidos 17-139 de las isoformas A, B y C, y 17-114 de las isoformas D, E y F 
se clonaron en el vector pAL7, que posteriormente se utilizaron para la producción 
de las proteínas recombinantes IgV e IgC (ver apartado 3.13). Se amplificaron 
tales secuencias codificantes con los cebadores pAL7NCR3E1-2F1_5EcoRI y 
pAL7NCR3RXbaI (Tabla 3-9) utilizando como molde los plásmidos de pGEM®-t 
Easy de las variantes A y E del gen NCR3, previamente clonadas. Se digirieron los 
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Figura 3-5 Representación esquemática del proceso realizo para la construcciones de vectores y plásmidos.
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productos amplificados con EcoRI y XbaI, y se clonaron el  vector pAL7 digerido 
del mismo modo, de manera que los insertos estuvieran en fase con la secuencia 
codificante del peptido señal de la melitina en el extremo 5’ y con los epitopos V5 y 
6xHis en el extremo 3’ (Figura 3-5J). 
 pZC-NCR3A-Fc, pZC-NCR3E-Fc, pZC-CTLA4-Fc, pZC-B7H6-Fc y pZC-B7.1-
Fc: estos plásmidos se utilizaron para la producción de proteínas recombinantes en 
células de mamífero (ver apartado 3.14). Se clonaron las secuencias correspondientes 
con los dos potenciales dominios extracelulares o ectodominios de las variantes 
de splicing del gen NCR3 (aminoácidos 19-143 de las isoformas A, B y C y 19-118 
de las isoformas D, E y F), la secuencia codificante del ectodominio de la isoforma 
canónica del gen CTLA4 (P16410, animoácidos 36-160) y la de los ectodominios 
de los ligandos B7H6 y B7.1 (Q68D85, aminoácidos 25-262 y P33681, 35-242, 
respectivamente). Se utilizaron los cebadores indicados en la Tabla 3-9 en cada caso 
para la amplificación de los insertos por PCR. Como molde se utilizaron los plásmidos 
derivados de pGEM®-t Easy de las variantes A y E de NCR3 para la amplificación de 
las secuencias de éste, cDNA de HeLa para la amplificación de los ligandos B7H6 y 
B7.1 y cDNA procedente de sangre de un donante sano para la amplificación de la 
secuencia codificante del ectodominio de CTLA4. Todos los insertos fueron digeridos 
con los enzimas XbaI y XhoI y fueron clonados en el vector pZC-FC digerido con los 
mismos enzimas, quedando en fase con la secuencia codificante de la porción Fc 
de la hIgG1, necesaria para la posterior purificación de las proteínas recombinantes 
(Figura 3-5K). 
 pNCR3A-GFP, pNCR3E-GFP, pCTLA4-GFP y pB7H6-GFP: se utilizó el vector 
pZ-EGFP construido previamente para clonar la secuencia codificante de los dos 
posibles dominios extracelular y la región transmembrana de las isoformas del gen 
NCR3 (aminoácidos 1-165 de las isoformas A, B y C y aminoácidos 1-140 de las 
isoformas D, E y F), del ectodominio y de la región transmembrana del ligando B7H6 
(Q68D85, aminoácidos 1-293) y del ectodominio y de la región transmembrana del 
receptor CTLA4 (P16410, animoácidos 1-194). Se usaron los cebadores indicados en 
la Tabla 3-9 y se utilizaron los plásmidos derivados de pGEM®-t Easy de las variantes 
A y E de NCR3 para la amplificación de las secuencias de éste, cDNA de HeLa para 
la amplificación del ligando B7H6 y cDNA procedente de sangre de un donante sano 
para la amplificación de CTLA4. Todos los insertos fueron digeridos con los enzimas 
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NheI y EcoRV y fueron clonados en el vector pZ-EGFP digerido con los mismos 
enzimas (Figura 3-5L). 
311 Electroforesis en geles de poliacrilamida y Western Blot
3.11.1 Preparación de muestras
Para la preparación de muestras de proteína se utilizó tampón de carga 2X (120 mM 
Tris ajustado a pH 6,8 con HCl, 4% SDS, 20% glicerol, 10% ß-mercaptoetanol y 0,02% 
azul de bromofenol). Para las electroforesis en condiciones no reductoras se utilizó el 
mismo tampón al que no se le añadió ß-mercaptoetanol. La preparación de extractos 
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Figura 3-5 continuación Representación esquemática del proceso realizo para la construcciones de vectores 
y plásmidos.
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Tabla 3-10 Componentes utilizados en la preparación de minigeles de poliacrilamida 
discontinuos.
Gel separador [Stock] [Final] Geles 10% (10 ml) Geles 12% (10 ml)
Acrilamida/Bisacrilamida 40% - 2,5 ml 3 ml
Tris-HCl pH 8,8 1 M 375 mM 3,75 ml 3,75 ml
SDS 10% 0,1% 100 µl 100 µl
H2O destilada - - 3,55 ml 3,05 ml
APS 10% 0,1% 100 µl 100 µl
TEMED - - 4 µl 4 µl
Gel concentrador [Stock] [Final] Gel 5% (4 ml)
Acrilamida/Bisacrilamida 40% 5% 0,5 ml
Tris-HCl, pH 6,8 1 M 125 mM 0,5 ml
SDS 10% 0,1% 40 µl
Bromophenol blue  1% 0,001% 4 µl
H2O destilada - - 2,92 ml
APS 10% 0,1% 40 µl
TEMED - - 4 µl
celulares se realizó con tampón de carga 1X (50 µl/cm2, con o sin ß-mercaptoetanol) 
tras haber lavado las células dos veces con PBS. Se hirvieron las muestras 5 minutos 
a 95ºC antes de cargarlas en los geles de acrilamida.
3.11.2 Deglicosilaciones
Para el análisis de la glicosilación se utilizó los siguientes enzimas: PNGase F 
(NEB), O-glycosidase (NEB) y Neuraminidase (NEB), siguiendo las indicaciones del 
fabricante en cada caso. Se lisaron pocillos M6 de células transfectadas con las 
diferentes construcciones portadoras de las variantes de splicing de NCR3 en 150 
µl de tampón de desnaturalización (0,5% SDS y 40 mM de DTT) y usaron 14,5 µl de 
éstos para cada ensayo de deglicosilación. En el caso de las proteínas recombinantes 
purificadas se utilizaron 2 µg de proteína para cada ensayo. 
3.11.3 Preparación de geles de poliacrimalida y desarrollo de las electroforesis
Las muestras de proteína preparadas se cargaron en minigeles de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) preparados como se describe en la Tabla 3-10 y montados en cubetas 
Mini-protean® (BIO-RAD). El porcentaje del gel separador fue del 10% o del 12% 
en función de los tamaños que fueran necesarios resolver. Las electroforesis se 
realizaron a 100-200 voltios durante 45-60 minutos utilizando tampón Tris-Glicina 
(25 mM Tris, 250 mM Glicina y 0,1% SDS ). En todos las electroforesis se utilizó 
el marcador de peso molecular Precision Plus ProteinTM Dual Color Standars (BIO-
RAD). 
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3.11.4 Tinción con azul de Coomassie
Tras la electroforesis los geles fueron fijados con una solución de metanol (50%) y 
ácido acético glacial (10%) durante 30 minutos. La tinción se realizó sumergiendo los 
geles fijados en un solución de Azul de Coomassie G250 (0,001%), metanol (20%) y 
ácido acétido glacial (10%) durante 1 hora. La destinción se realizó con una solución 
de metanol (25%) y ácido acético glacial (7,5%) durante toda la noche. 
3.11.5 Análisis por Western Blot
La transferencia de los geles a membranas de nitrocelulosa (Whatman), tras la 
electroforesis, se realizó con el sistema de transferencia húmeda Trans-Blot® Cell 
(BIO-RAD). El tampón de transferencia utilizado fue el mismo que el usado para 
la electroforesis suplementado con 20% de metanol. La transferencia se realizó a 
100 voltios durante 1 hora. Se comprobó la transferencia mediante la tinción de las 
membranas con una solución de Rojo Ponceau S (0,1%) y ácido acético glacial (1%). 
Se bloquearon las membranas con PBS suplementado con Tween 20 (0,05%) y 5% 
de leche en polvo desnatada (solución de bloqueo) durante una hora en agitación. 
Tras el bloqueo se incubaron la membranas con los anticuerpos primarios necesarios 
(ver Tabla 3-11) en solución de bloqueo durante 1 hora. Entonces se lavaron las 
membranas con un exceso de PBS suplementado con Tween 20 (0,05%) durante 
30 minutos. Tras ello se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario 
correspondiente (ver Tabla 3-11), preparado en PBS suplementado con Tween 20 
(0,05%), durante 30 minutos. Finalmente se lavaron las membranas con un exceso 
de PBS antes de tratarlas con la solución de revelado ECL PLUSTM Westren Blotting 
Detection Reagent (Amershan). Finalmente se colocaron las membranas en carcasas 
opacas (FisherBiotech) para la exposición de películas autoradigráficas (Curix RP2 
Plus, Agfa). 
Tabla 3-11 Listado de los anticuerpos comerciales utilizados. WB, Western blot; IF, Inmunofluorescencia; FACs, 
citometría de flujo; HRP, Horseradish peroxidase�
Anticuerpos Primarios Epítopo Tipo Casa comercial Referencia Diluciones
Anti- V5 Péptido V5 Monoclonal de ratón Sigma V8012 WB:1/5000, IF:1/500, FACs: 1/1000
Anti- Penta His Péptido 6xHis Monoclonal de ratón QIAGEN 34660 WB:1/5000, IF:1/500, FACs: 1/1000
Anticuerpos Secundarios Epítopo Tipo Casa comercial Referencia Diluciones
Anti-mIgG unido a HRP Porción Fc de la IgG murina Policlonal de oveja Sigma A5906 WB:1/5000
Anti-mIgG unido a Alexa 488® Porción Fc de la IgG murina Policlonal de burro Invitrogen A-21202 FACs: 1/500
Anti-hIgG1-Fc unido a HRP Porción Fc de la IgG humana Policlonal de cabra Abcam Ab98567 WB:1/5000
Anti-hIgG1-Fc unido a Alexa 488® Porción Fc de la IgG humana Policlonal de cabra Invitrogen A11013 FACs:1/500
Anti-hIgG1-Fc unido a Alexa 647® Porción Fc de la IgG humana Policlonal de cabra Invitrogen A-21445 FACs:1/500
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312 Inmunofluorescencia
Para realizar inmunofluorescencias se colocaron cubreobjetos circulares de vidrio en 
el fondo de la placa de cultivo (M24) antes de sembrar las células (COS-7). Al día 
siguiente las células fueron transfectadas como se describe en el apartado 3.3.2 y 
24 horas tras la transfección se lavaron dos veces con PBS antes de fijarlas con PFA 
(paraformaldehido) al 4% durante 20 minutos a 4ºC, seguido de dos lavados con PBS. 
Posteriormente se trataron las células con una solución 50 mM de cloruro de amonio 
durante 30 minutos a 4ºC para reducir la autofluorescencie del PFA. Se lavaron las 
células dos veces con PBS tras lo que se permeabilizaron con PBS suplementado 
con Triton X-100 (0,1%) durante 30 minutos a 4ºC. Entonces se bloquearon con 
PBS suplementado con BSA (5%, “Bovine serum albumin”) y Triton X-100 (0,1%) 
durante 30 minutos a 4ºC (solución de bloqueo). Tras el bloqueo se incubaron las 
células con el anticuerpo primario (ver Tabla 3-11) preparado en solución de bloqueo 
durante 1 hora a 4ºC. Se lavaron las células dos veces con PBS suplementado con 
Triton X-100 (0,1%) y se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (ver 
Tabla 3-11) preparado en solución de bloqueo durante 1 hora a 4ºC. Se lavaron las 
células dos veces con PBS suplementado con Triton X-100 (0,1%) y se incubaron 5 
minutos con una dilución 1/5000 de DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) preparada 
en PBS para la tinción de los núcleos, tras lo que se lavaron de nuevo las células dos 
veces con PBS. Los cubreobjetos de montaron en portaobjetos utilizando ProLong® 
Gold antifade reagents (Invitrogen). Las inmunofluorescencias en condiciones no 
permeabilizantes siguieron el mismo protocolo salvo porque no se añadió Triton 
X-100 a las soluciones. Para el análisis de las preparaciones se utilizó un microscopio 
vertical Axioskop 2 plus (Zeiss) acoplado a una cámara ccd color. Para la toma de 
fotografías se utilizó el microscopio de barrido láser confocal y multifotón LSM710 
acoplado a un microscopio invertido AxioObserver (Zeiss). 
313 Purificación de proteínas recombinantes en células de insecto
3.13.1 Obtención de baculovirus recombinantes
Para la obtención de baculovirus para la producción de las proteínas recombinantes 
correspondientes con los dos potenciales ectodominios de las isoformas del gen 
NCR3 (IgV e IgC) se transfectaron bacterias competentes DH10bacTM, como se 
indica en el apartado 3.2.2, con los plásmidos pAL7-IgV y pAL7-IgC (ver apartado 
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3.10.2). Tras la recombinación de estos plásmidos con el genoma del bácmido en las 
bacterias DH10BacTM se extrajo el bácmido recombinante y se transfectó en células 
Hive-FiveTM como se indica en el apartado 3.3.2. y 72 horas tras la transfección se 
recogió el sobrenadante de las células que contenía los baculovirus recombinantes. 
A este lote de virus se le denominó Pase 0. Para la expansión de los baculovirus se 
infectaron células Hive-FiveTM sembradas al 50% del confluencia en placas p100 con 
el virus de Pase 0. Para ello se lavaron las células con medio completo sin suero y 
se añadió 3 ml de medio sin suero y 30 µl del virus Pase 0. Se dejó incubar 2 horas a 
28ºC, tras lo que se eliminó el sobrenadante y se añadió 8 ml de medio completo y se 
incubaron las células 72 horas a 28ºC. Tras la incubación se recogió el sobrenadante 
que se denominó Pase 1. Con este lote de virus se infectaron células Hive-FiveTM 
sembradas al 50% de confluencia en placas p150. Para ello, se lavaron las células 
con medio sin suero y se añadieron 10 ml de medio sin suero y 100 µl de virus de 
Pase 1. Se dejó incubar 2 horas a 28ºC tras lo que se eliminó le medio y se añadieron 
20 ml de medio completo con suero. Se incubaron las células 72 horas a 28ºC, tras 
lo que se recogió el lote de virus del Pase 2. 
3.13.2 Producción de las proteínas recombinantes
Para la producción de las proteínas recombinantes se infectaron 200 millones de 
células Hive-FiveTM crecidas en suspención (ver apartado 3.3.1) a una densidad 
de 1.5 millones/ml con 20 ml de los baculovirus recombinantes de Pase 2. Para la 
infección simplemente se añadió la cantidad de virus indicada sobre las células y se 
incubaron 72 horas a 28ºC y agiración (180 rpm). Se siguió el mismo procedimiento 
para la producción de la proteína recombinante KHV (ectodominio de la proteína 
KHV ORF4 del herpesvirus de carpa, YP_001096043) cuyo virus estaba disponible 
en el laboratorio del Dr Antonio Alcamí y fue amablemente cedido por la Dra Soledad 
Blanco. 
3.13.3 Purificación de las proteínas recombinantes
Tras la infección de las células Hive-FiveTM en suspensión se centrifugaron las células 
a 6000 xg y se recogió el sobrenadante (aproximadamente 150 ml) conteniendo las 
proteínas recombinantes. Se concentró el sobrenadante en una Amicon stirred cells 
(Millipore) hasta un volumen de 2.5-3 ml usando una membrana cuyo tamaño de 
poro fue 3 veces inferior al tamaño de las proteínas a purificar (5 kDa en el caso de 
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las proteínas IgV e IgC y de 10 kDa en el caso de la proteína KHV). Después de la 
concentración se intercambió el medio por tampón TPI10 (ver Tabla 3-12) aplicando 
el sobrenadante concentrado en una columna PD-10 (GE Healthcare) pre-equilibrada 
con 5 volúmenes de tampón TPI10. Se eluyeron las proteínas de la columna PD-10 
con 4 ml de tampón TPI10. El eluido se incubó 1 hora a 4ºC con 600 µl de resina 
Ni-NTA Agarose (QIAGEN) lavada con 30 ml de tampón TPI10. Tras la unión de las 
proteínas se recogió el eluido (fracción de proteínas no unidas) y se lavó la resina con 
40 ml de tampón TPI20 (ver Tabla 3-12), 1 ml de tampón TPI40 (ver Tabla 3-12) y 3 
ml de tampón TPI60 (ver Tabla 3-12). Finalmente se eluyeron las proteínas unidas a 
la resina con 2.4 ml de tampón TPI250 (ver Tabla 3-12) que se recogieron en fracción 
de 600 µl en tubos independientes. 
3.13.4 Análisis de la purificación y diálisis
Durante el proceso de purificación se tomaron muestras de cada una de las etapas y 
se cargaron en minigeles de poliacrilamida para su evaluación mediante electroforesis 
desnaturalizante y posterior tinción con azul de Coomassie (ver apartado 3.11). 
En todos los casos las proteínas recombinantes eluyeron mayoritariamente en las 
fracciones 2-3. 
Se juntaron las fracciones con mayor concentración de proteína recombinante 
purificada y se dializaron usando columnas Vivaspin 500 (Sartorios) siguiendo las 
indicaciones del fabricante. Se utilizaron columnas de 5 kDa de tamaño de poro para 
las proteínas IgV e IgC y de 10 kDa para la proteína KHV. El tampón de diálisis fue 
en siguiente: 20 mM HEPES ajustado a pH 7,4 con NaOH, 150 mM de NaCl y 10% 
glicerol. Las proteínas dializadas se conservaron en alícuotas a -20ºC. 
Tabla 3-12 Tampones utilizados para la purificación de las proteínas recombinantes producidas con el sistema 
de baculovirus.
*100 mM Tampón fosfato  ph 7,45: 405 ml de 0,2 M de Na2HPO4 (MERCK) + 95 ml de 0,2 M NaH2PO4 + 500 ml de H2O destilada.
TPI10 TPI20 TPI40 TPI60 TPI250
10 mM Imidazol 20 mM Imidazol 40 mM Imidazol 60 mM Imidazol 250 mM Imidazol
Volumen - - 100 ml 100 ml 10 ml 10 ml 10 ml
Tampón fosfato* 100 mM 50 mM 50 ml 50 ml 5 ml 5 ml 5 ml
NaCl  3 M 0,3 M 10 ml 10 ml 1 ml 1 ml 1 ml
Imidazol 4 M - 0,25 ml 0,5 ml 0,1 ml 0,15 ml 0,625 ml
H2O Destilada - - 39,75 ml 39,5 ml 3,9 ml 3,85 ml 3,375 ml
Tampón [Inicial] [Final]
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Tampón TP, pH 7 [Inicial] [Final] Volumen (ml)
Na2HPO4 0,2 M 20 mM 2,89
NaH2PO4  0,2 M 20 mM 2,11
NaCl  3 M 150 mM 2,5
H2O destilada - - Hasta 50 ml
Tampón TC, pH 3 [Inicial] [Final] Volumen (ml)
Citrato sódico 0,2 M 100 mM 11,44
Ácido cítrico 0,2 M 100 mM 13,56
H2O destilada - - Hasta 50 ml
Tabla 3-13 Tampones utilizados para la purificación de las proteínas 
recombinantes producidas en células de mamíferos.
3.13.5 Cuantificación
La cuantificación inicial de las proteínas dializadas se realizó espectrofotométricamente 
(Nanodrop ND-1000). Tras conocer esta concentración preliminar, se cargaron varias 
cantidades de las proteínas purificadas y dializadas en minigeles de poliacrilamida en 
los que se incluyeron cantidades conocidas de BSA (Promega). Tras la electroforesis 
y la tinción con azul de Coomassie de los minigeles, se cuantificaron las proteínas 
densitométricamente utilizando el programa ImageJ. 
314 Purificación de las proteínas recombinantes en células de mamífero
3.14.1 Producción y purificación
Para la producción de proteínas recombinantes en células de mamífero se clonaron 
los diferentes ectodominios en fase con la secuencia codificante del dominio Fc de la 
inmunoglobulina G1 humana (hIgG1-Fc) clonada previamente en el vector pZC-FC 
(ver apartado 3.10). Se transfectaron 20-40 placas p100 de células HEK293T al 30% 
de confluencia (200-400 millones de células totales) en 5 ml de medio completo con 
1% de FBS utilizando el método del PCa (ver apartado 3.3.2). A las 72 horas tras la 
transfección se recogió el sobrenadante, que se centrifugó 15 minutos a 15000 xg 
para eliminar posibles restos celulares, tras lo que se pasó por filtros de 0,45 µm. El 
sobranadante se aplicó a una velocidad de 1 ml/minuto sobre una columna Hitrap 
Protein A HP (Ge Healthcare) lavada previamente con 10 ml de tampón TP (Tabla 
3-13) seguido por 10 ml de tampón TC (Tabla 3-13) y 10 ml más de tampón TP. Tras 
aplicar el sobrenadante se lavó la columna con 10 ml de tampón TP y se eluyeron las 
proteínas unidas a la resina con 5 ml de tampón TC, recogiendo fracciones de 500 
µl que se neutralizaron con 90 µl de una solución de Tris-HCl 1M ajustada a pH 8,8. 
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3.14.2 Análisis de la purificación, diálisis y cuantificación
Se tomaron alícuotas de todas las etapas de purificación que se evaluaron mediante 
electroforesis desnaturalizante en minigeles de poliacrilamida y posterior tinción 
con azul de Coomassie (ver aparatado 3.11). Las fracciones con mayor cantidad de 
proteína pura se juntaron y se dializaron siguiendo el mismo procedimiendo que en 
las proteínas recombinantes producidas en células de insecto (ver apartado 3.13), 
salvo porque el tamaño de poro de las columnas Vivaspin 500 fue de 30 kDa para 
todas las proteínas producidas en células de mamíferos. La cuanfiticación, tras la 
diálisis, se realizó del mismo modo que en el caso de las proteínas recombinantes 
producidas en células de insecto (ver apartado 3.13). 
315 Ensayos de interacción mediante citometría de flujo
Las proteínas recombinantes purificadas se utilizaron para el estudio de la interacción 
de éstas con el ligando celular B7H6. Para ello se lavaron las células, transfectadas 
transitoriamente o sin transfectar,  con una solución de EDTA (0,02%) y se despegaron 
de la placa de cultivo mediante pipeteo. Se pasaron las células a tubos de 15 ml y 
se centrifugaron 5 minutos a 500 xg. Se eliminó el sobrenadante y se lavaron las 
células con un exceso de PBS. Se alicuotaron 100.000 células para cada ensayo en 
tubos de citómetro. Se centrifugaron las células y se bloquearon con 200 µl de PBS 
suplementado con 2% de BSA (PBSB) durante 30 minutos a RT. Tras el bloqueo se 
lavaron las células dos veces con 2 ml de PBSB. Se incubaron las células con 10 µg/
ml de las proteínas recombinantes correspondientes en cada caso preparadas en 
PBSB o sólo con PBSB 30 minutos a RT, tras lo que se lavaron dos veces con 2 ml de 
PBSB. En el caso de las proteínas recombinantes producidas en células de insecto, se 
incubaron las células 30 minutos a RT con 100 µl de los anticuerpos primarios anti-V5 
o anti-Penta His, según las necesidades, a la dilución adecuada (ver Tabla 3-11) y 
preparados en PBSB. Tras la incubación con los anticuerpos primarios las células 
se lavaron dos veces con PBSB y se resuspendieron en 100 µl de los anticuerpos 
secundarios adecuados (ver Tabla 3-11) diluidos en PBSB. Se incubaron las células 
30 minutos con los anticuerpos secundarios tras lo que se lavaron dos veces con 
PBSB. Finalmente se resuspendieron las células con 500 µl de PBS y se midieron en 
un citómetro FACSCalibur (Becton Dickinson). El análisis de los resultados se realizó 
con el software FlowJo. 
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Reactivo Casa Comecial Reactivo Casa Comercial
Acetato sódico MERCK Glicina Sigma 
Ácido acétido glacial Panreac Glicógeno GE Healthcare
Ácido clorhídrico (HCl) MERCK HEPES MERCK
Acrilamida/bisacrilamida (40%, 37.5:1) BIORAD Hidróxido sódico (NaOH) MERCK
Agar bacteriológico Pronadisa IPTG Sigma 
Agarosa Pronadisa Kanamicina Sigma 
Albúmina sérica bovina (BSA) Sigma L-glutamina Sigma
Aminoácidos no esenciales (AANE) Gibco Medio DMEM Gibco
Ampicilina Sigma Medio Ham’s F12 Invitrogen
Azul de bromofenol Sigma Medio RMPI Gibco
Azul de Coomassie G250 Sigma Medio TC100 Invitrogen
Bactotriptona Pronadisa Metanol MERCK
Bromuro de etidio Sigma Paraformaldehido Sigma
Cloruro de amonio (NH4Cl) MERCK Penicilina  G Sigma
Cloruro de calcio (CaCl2) Sigma Persulfato amónico (APS) BIORAD
Cloruro de sodio (NaCl) MERCK Rojo Ponceau S Sigma
DAPI ROCHE SDS MERCK
Dimetil sulfóxido (DMSO) Sigma ß-mercaptoethanol Sigma
EDTA Sigma Suero fetal de ternera (FBS) Sigma
Estreptomicina Sigma TEMED BIORAD
Etanol Absoluto MERCK Tetraciclina Sigma 
Extracto de levadura Pronadisa Tripsina Sigma
Fosfato de disodio (Na2HPO4) MERCK Tritón X-100 Panreac
Fosfato monosódico (NaH2PO4) MERCK Trizma base (Tris) Sigma
Gentamicina Sigma Tween® 20 Sigma 
Glicerol MERCK X-Gal Sigma 
Tabla 3-14 Reactivos utilizados en el desarrollo de este trabajo.
316 Reactivos
La relación de reactivos y las empresas suministradores se detalla en la Tabla 3-14. 

4. Resultados
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41 Anotación del gen NCR3 y análisis de la conservación de su entorno 
genómico
El estudio del splicing alternativo de un determinado gen mediante PCR anidada 
depende del diseño de cebadores específicos, por lo que el conocimiento de 
la secuencia del gen bajo estudio (completa o parcial) y su anotación precisa 
son fundamentales. Por otro lado, el análisis de las secuencias procedentes de 
experimentos de RNA-seq requiere de la disponibilidad del genoma completo de la 
especie de las que proceden y una buena anotación es crítica para el análisis de las 
uniones de exones. Por lo tanto, el análisis de la información génica disponible sobre 
NCR3 en las distintas bases de datos es el punto de partida de este estudio. 
El gen NCR3 está descrito en ocho de las 13 especies analizadas en este trabajo, 
sin embargo, la anotación en éstas presenta algunas deficiencias (Tabla 4-1). Para 
completar y corregir esta información se procedió a la anotación manual a través 
del análisis de la homología con especies emparentadas y el uso de herramientas 
bioinformáticas. 
En las otras cinco especies restantes, todas del grupo de los primates (Pongo 
pygmaneus, Colobus guereza, Papio cynocephalus, Macaca fascicularis y Cebus 
apella), no se dispone de un genoma de referencia, por lo que se recurrió a la 
secuenciación del DNA genómico del gen NCR3 en ellas. Para ello se elaboró un 
mapa de regiones consenso con secuencias disponibles de primates, lo que permitió 
el diseño de cebadores multi-especie para la amplificación de dos regiones del DNA 
4 Resultados
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genómico del gen NCR3 en estas especies. La primera región (o región 5’), de unos 
180 pb, contiene parte del exón 1, incluyendo el ATG iniciador, y una porción del intrón 
1. La segunda región (o región 3’), de 570 pb, contiene los exones 3, 4I, 4II y 4III, 
así como los intrones entre dichos exones, incluyendo los codones de terminación 
de la traducción (Figura 4-1 y Tabla 3-5 en materiales y métodos). La información 
obtenida de la secuenciación del DNA genómico del gen NCR3 en estas especies 
unido al estudio de la homología con otras especies emparentadas nos ha permitido 
la obtención de la anotación necesaria para el estudio del splicing alternativo. Con 
esta información se pudieron diseñar cebadores específicos que amplificaran los 
transcritos del gen NCR3 en los distintos primates desde el ATG iniciador hasta los 
posibles codones de terminación. 
Uniprot
Especie Variante Tipo Gen Mensajeros Proteína Gen Mensajeros Proteína Proteína
Homo sapiens A Codicante 259197 NM_147130.2 NP_667341.1 ENSG00000204475 ENST00000340027 ENSP00000342156 O14931-1
Homo sapiens B Codicante 259197 NM_001145466.1 NP_001138938.1 ENSG00000204475 ENST00000376073 ENSP00000365241 O14931-3
Homo sapiens C Codicante 259197 NM_001145467.1 NP_001138939.1 ENSG00000204475 ENST00000376072 ENSP00000365240 O14931-2
Homo sapiens D Codicante - - - - - - O14931-6
Homo sapiens E Codicante - - - - - - O14931-4
Homo sapiens F Codicante - - - ENSG00000204475 ENST00000376071 ENSP00000365239 O14931-5
Homo sapiens NC1 No codicante - - - - - - -
Homo sapiens NC2 No codicante - - - - - - -
Homo sapiens NC3 No codicante - - - - - - -
Homo sapiens NC4 No codicante - - - ENSG00000204475 ENST00000491161 No codicante -
Homo sapiens NC5 No codicante ENSG00000204475 ENST00000495600 No codicante -
Homo sapiens NC6 No codicante - - - ENSG00000204475 ENST00000478506 ENSP00000436198 -
Pan troglodytes Ptro_A Codicante 449613 NM_001009016.1 NP_001009016.1 ENSPTRG00000017968 ENSPTRT00000033186 ENSPTRP00000030663 P61484
Pan paniscus Ppan-A Codicante 100976229 XM_003831584.1 XP_003831632.1 - - - -
Pan paniscus Ppan-B Codicante 100976229 XM_003831585.1 XP_003831633.1 - - - -
Gorilla gorilla Ggor-A Codicante - - - ENSGGOG00000023848 ENSGGOT00000026196 ENSGGOP00000025342 G3SB68
Gorilla gorilla Ggor-B Codicante 101144701 XM_004043720.1 XP_004043768.1 - - - -
Gorilla gorilla Ggor-C Codicante - - - ENSGGOG00000023848 ENSGGOT00000025954 ENSGGOP00000020547 G3RXL1
Pongo abelli Pabe-A Codicante 100448302 XM_002816723.1 XP_002816769.1 - - - -
Pongo abelli Pabe-B Codicante 100448302 XM_002816722.1 XP_002816768.1 ENSPPYG00000016441 ENSPPYT00000019119 ENSPPYP00000018384 H2PII6
Pongo pygmaeus - - - - - - - - -
Colobus guereza - - - - - - - - -
Papio anubis Panu-A Codicante 101013418 XM_003897341.1 XP_003897390.1 - - - -
Papio anubis Panu-B Codicante 101013418 XM_003897342.1 XP_003897391.1 - - - -
Papio cynocephalus - - - - - - - - -
Macaca mulatta Mmul-A Codicante - - - - - - Q8MJ02-5
Macaca mulatta Mmul-B Codicante - - - ENSMMUG00000008854 ENSMMUT00000012386 ENSMMUP00000011616 -
Macaca mulatta Mmul-C Codicante 715574 NM_001042640.1 NP_001036105.1 ENSMMUG00000008854 ENSMMUT00000012387 ENSMMUP00000011617 Q8MJ02-1
Macaca mulatta Mmul-E Codicante - - - ENSMMUG00000008854 ENSMMUT00000012383 ENSMMUP00000011615 -
Macaca mulatta Mmul-F Codicante 715574 AY035216.1 AAK63118.1 - - - Q8MJ02-2
Macaca mulatta Mmul-NC6 No codicante 715574 AY035217.1 AAK63119.1 - - - Q8MJ02-3
Macaca fascicularis Mfas-C Codicante - AJ278389.1 - - - - P61483
Cebus apella - - - - - - - - -
Mus musculus - pseudogen 667612 - - ENSMUSG00000086076 - - -
Rattus norvegicus Rnor-C Codicante 294251 NM_181822.2 NP_861543.2 ENSRNOG00000000854 ENSRNOT00000001139 ENSRNOP00000001139 Q8CFD9
Bos taurus Btau-C Codicante 294251 NM_001040524.2 NP_001035614.1 ENSBTAG00000018343 ENSBTAT00000024407 ENSBTAP00000024407 Q32LF2
Sus scrofa C No codicante 100270822 XM_003128312.1 XP_003128360.1 ENSSSCG00000001407 ENSSSCT00000035932 - -
Sus scrofa SS7 Codicante 100270822 EU282355 ABX82821.1 ENSSSCG00000001407 ENSSSCT00000001538 - B9TSR4
NCBI Ensembl
Los identicadores coloreados en gris se corresponden con predicciones.
Tabla 4-1 Información disponible de los mensajeros del gen NCR3 en las bases de datos de cada una de las 
especies estudiadas en esta Tesis. Además, se ha incluido en esta tabla a Pan paniscus, Pongo abelli y Papio 
anubis ya que se han utilizado como referencia para la anotación de sus parientes más próximos.
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NCR3
E1 E2 E3 E4II
E4III
E4I
Hsap
Ptro
Ppan
Pabe
Panu
Mmul
Hsap
Ptro
Ppan
Ggor
Pabe
Panu
Mmul
Región 5’ (~180 pb) Región 3’ (~570 pb)
 
 
 
 
 
 
gDNA
Exones modelo del gen NCR3 en primates 
Codones de incio y terminación de la traducción
Figura 4-1 Alineamiento de la secuencia genómica disponible de disversos primates para el diseño de cebadores 
multi-especie, detallados en la materiales y métodos (Tabla 3-5). Hsap, Homo sapiens; Ptro, Pan troglodytes; 
Ppan, Pan paniscus; Ggor, Gorilla gorilla; Pabe, Pongo abelli; Panu, Papio anubis y Mmul, Macaca mulatta� 
4.1.1 Homo sapiens (NCR3)
En humano, pese a la descripción de nueve transcritos diferentes del gen NCR3 (ver 
Figura 1-9 en introducción) (Neville and Campbell, 1999), la información disponibles 
en las bases de datos sobre las variantes de splicing se encuentra dispersa e 
incompleta (Tabla 4-1 y Figura 4-2). Los mensajeros de las variantes A, B y C están 
presentes en todas las bases de datos principales, mientras que las variantes D, E 
y F, teóricamente codificantes como las primeras, sólo están presentes en Uniprot, 
a excepción del transcrito de la variante F que también se encuentra registrada en 
Ensembl. Las variantes no codificantes NC1, NC2 y NC3 han quedado fuera de las 
bases de datos, así como los  mensajeros de las variantes codificantes D y E (Tabla 
4-1 y Figura 4-2). Por otro lado, en Ensembl, están anotados tres nuevos mensajeros 
no codificantes (nombradas aquí como NC4, NC5 y NC6). Las variantes NC4 y NC5, 
basados en secuencias depositadas (BG341330.1 y BQ053092.1 respectivamente), 
presentan los mismos exones que la variante B a excepción del exón 1, que en 
ambos casos se reduce por el uso de sitios 5’ donadores alternativos anteriores al 
ATG iniciador, sin que exista ningún otro inicio anterior (Tabla 4-1 y Figura 4-2). La 
variante NC6 está basada en una predicción por homología con una secuencia de 
mensajero descrita en Macaca mulatta (AY035217.1), que está compuesta por los 
mismos exones que la variante C excepto el exón 2, que presente una reducción 
en su extremo 3’ debido al uso de un sitio 5’ donador alternativo (Figura 4-2). El 
uso de este sitio donador alternativo provoca un cambio de la fase de lectura que 
conduce a la aparición de un codón prematuro de terminación de la traducción en el 
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Figura 4-2 Anotación disponible del gen NCR3 en Homo sapiens. Se han incluido las variantes NC1, NC2 y NC3 
con fines comparativos, aunque no haya registro de éstas en las bases de datos. 
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exón 3, considerándose por ello un mensajero no codificante. Aunque la información 
disponible en las bases de datos es incompleta se puede considerar que los exones 
que formar el gen NCR3 en humano son los mismos descritos inicialmente (Neville 
and Campbell, 1999), con la posible presencia de sitios alternativos de splicing en 
los exones 1 y 2, definidos por las nuevas variantes no codificantes anotadas en las 
bases de datos (Figura 4-2). 
4.1.2 Pan troglodytes (Ptro-ncr3)
En las distintas bases de datos sólo se puede encontrar un mensajero anotado en 
esta especies (Ptro-a) (Tabla 4-1), equivalente a la variante A humana, lo que permite 
identificar los exones 1, 2, 3 y 4III según la nomenclatura utilizada en humano (Figura 
4-3, anotación disponible). En Bonobo (Pan paniscus), otra especie de chimpancé, 
existen dos mensajeros anotados por predicción, equivalentes a las variantes A y B 
humanas, lo que permite la identificación del exón 4II del gen Ptro-ncr3 por homología 
de secuencia (Figura 4-3, Pan paniscus). Por otro lado, la alta conservación de 
secuencia entre humano y chimpancé (~98%) (Sequencing and Consortium, 2005), 
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permitió predecir la localización del exón 4I (Figura 4-3, anotación final). También, se 
puede observar la presencia de sitios de splicing (donador y aceptor) en el interior 
del exón 2 de chimpancé en las mismas posiciones relativas que en humano, lo que 
podrían dar origen a la división del exón 2 en los exones 2I y 2II, y por lo tanto, se 
podría generar en esta especie variantes de splicing similares a las humanas D, E y 
F, que codificarían un dominio inmunoglobulina tipo C. Asimismo, podrían producirse 
variantes de splicing similares a las humanas NC1, NC2 y NC3, en las que las que 
el exón 2I es excluido del mensajero final. La anotación completa permite observar 
que la estructura exónica del gen Ptro-ncr3 es similar a la de su homólogo humano, 
incluyendo la posición del ATG iniciador en el exón 1, los distintos codones de parada 
en los exones 4 alternativos  y los dos sitios de poliadenilación (Figura 4-3, anotación 
final).
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Figura 4-3 Anotación del gen Ptro-ncr3. En la parte superior se muestran las especies utilizadas como referencia 
para la corrección de la anotación disponible, que se muestra debajo junto a la anotación final. Las proyecciones, 
sombreados naranjas, indican el uso de los exones de referencia para la anotación final de Pan troglodytes.
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Figura 4-4 Anotación del gen Ggor-ncr3. En la parte superior se muestran las especies utilizadas como referencia 
para la corrección de la anotación disponible, que se muestra debajo junto a la anotación final. Las proyecciones, 
sombreados naranjas, azules y verdes, indican el uso de los exones y contigs de referencia y las secuencias 
obtenidas durante la secuenciación del DNA genómico, respectivamente, para la anotación final de Gorilla gorilla�
4.1.3 Gorilla gorilla (Ggor-ncr3)
El genoma disponible de gorila contiene muchos fragmentos sin secuenciar o gaps, 
y esa es la causa de que el gen Ggor-ncr3 se encuentre anotado deficientemente 
(Tabla 4-1 y Figura 4-4). La anotación disponible en Ensembl muestra dos mensajeros 
similares a las variantes A y C humanas (Ggor-a y Ggor-c respectivamente), cuya 
traducción parcial se puede encontrar también en Uniprot (Tabla 4-1). Ambos 
mensajeros carecen del primer exón por encontrarse éste en una región aún sin 
secuenciar y presentan un exón 2 ligeramente mayor (Figura 4-4, anotación disponible). 
En NCBI un mensajero similar a la variante B humana (Ggor-b) es la única secuencia 
disponible, cuyo exón 1, predicho de manera automática, no presenta ninguna 
homología con humano ni con ningún otro primate (Figura 4-4, anotación disponible). 
La búsqueda de secuencias mediante Blast permitió conocer la existencia de dos 
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grandes fragmentos o contigs del cromosoma 6 de gorila (CU104666 y CU104673) 
que contienen la secuencia completa del DNA genómico del gen Ggor-ncr3 (Figura 
4-4, contigs gorilla). El ensamblaje “in silico” de estos dos fragmentos y la secuencia 
genómica de referencia permitió la identificación del exón 1, así como la obtención 
de la secuencia completa del intrón 1 (Figura 4-4, anotación final). Adicionalmente, 
se utilizaron los cebadores multi-especie para amplificar y secuenciar las regiones 5’ 
y 3’ del DNA genómico del gen Ggor-ncr3 (Figura 4-1) utilizando como molde  DNA 
genómico extraído de muestras de sangre disponibles de esta especie (Tabla S1), lo 
que permitió confirmar la fiabilidad de la secuencia genómica ensamblada “in silico” 
(Figura 4-4, anotación final). El análisis comparativo de la estructura exónica obtenida 
revela una gran similitud con humano y chimpancé, incluyendo las posiciones del 
ATG iniciador, los codones de terminación y los sitios de poliadenilación. Además, 
se puede detectar la presencia de sitios de splicing en el interior del exón 2 de Ggro-
ncr3, que podrían originar variantes similares a las humanas D, E y F, así como 
variantes no codificantes (Figura 4-4, anotación final).
4.1.4 Pongo pygmaeus (Ppyg-ncr3)
El genoma del Orangután de Borneo (Pongo pygmaeus) no ha sido secuenciado, y 
en las principales bases de datos no existen referencias al gen Ppyg-ncr3. Por ello, 
se procedió a amplificar y secuenciar las regiones 5’ y 3’ del DNA genómico del gen 
Ppyg_ncr3 (Figura 4-1) a partir de DNA  genómico extraído de muestras de sangre 
disponibles (Tabla S1). Las secuencias obtenidas, junto a la de los exones 2 y 3, 
procedente del análisis de las variantes de splicing (ver apartado 4.3), se compararon 
con las secuencias disponibles  de su pariente más próximo, el Orangután de 
Sumatra (Pongo abelli) (Figura 4-5, Pongo abelli), revelando una total identidad de 
secuencia entre ambas especies. En Pongo abelli se han descrito dos mensajeros 
por predicción equivalentes a las variantes humanas A y B, Pabe-a y Pabe-b 
respectivamente  (Tabla 4-1 y Figura 4-5), lo que permitió definir los exones 1, 2, 3, 4II 
y 4III de Ppyg-ncr3 por homología de secuencia. La predicción del exón 4I y la posible 
presencia de sitios de splicing internos en el exón 2 se determinaron por homología 
de secuencia con humano (Figura 4-5, anotación final). De manera general se puede 
observar que la estructura exónica inferida del gen Ppyg-ncr3 es muy similar a la de 
su homólogo humano. Sin embargo, el codón de terminación presente en el exón 4I 
está desplazado 30 pb hacia el 5’ del exón (posición +47), como ocurre en Pongo 
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abelli (resultado no mostrado), lo que provocaría una reducción en la longitud de la 
cola citoplasmática codificada en este exón. Por otro lado, aunque no se ha podido 
secuenciar el sitio de poliadenilación común para los exones 4II y 4III, en Pongo abelli 
se encuentra en la misma posición relativa que en humano (Figura 4-5, Pongo abelli).
4.1.5 Colobus guereza (Cgue-ncr3)
En esta especie no ha sido descrito el gen Cgue-ncr3 y no existe ningún proyecto 
de secuenciación del genoma de Colobus guereza que permita la búsqueda por 
homología. Por lo tanto, se procedió a la amplificado de las regiones 5’ y 3’ del DNA 
genómico del gen Cgue-ncr3, usando los cebadores multi-especie (Figura 4-1) y el 
DNA genómico extraído de las muestras de sangre disponible (Tabla S1). El resultado 
de la secuenciación de estos fragmentos unido a los datos obtenidos del análisis de las 
variantes de splicing (ver apartado 4.3) y a la predicción por homología de secuencia 
con humano permitieron elaborar una versión preliminar de la estructura exónica del 
gen Cgue-ncr3, que muestra una gran similitud con el resto de primates analizados 
(Figura 4-6, anotación final).  Las diferencias más importantes se concentran en 
el exón 4I, que presenta una longitud mayor que en humano por la inserción de 
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Figura 4-5 Anotación del gen Ppyg-ncr3. En la parte superior se muestran las especies utilizadas como referencia 
para la corrección de la anotación disponible, que se muestra debajo junto a la anotación final. Las proyecciones, 
sombreados naranjas y verdes, indican el uso de los exones de referencia y las secuencias obtenidas durante la 
secuenciación del DNA genómico, respectivamente, para la anotación final de Pongo pygmaeus�
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Figura 4-6 Anotación del gen Cgue-ncr3. En la parte superior se muestra la estrucutura exónica de Homo sapiens, 
utilizada como referencia para el análisis de las secuencias obtenidas del DNA genómico del gen Cgue-ncr3 
de Colobus guereza (sombreados verdes). Además, se incluyen las secuencias de los exones 2 y 3 obtenidos 
durante el análisis de las variantes de splicing expresadas en esta especie (ver apartado 4.3). Los sombrados 
naranjas indican el uso de la secuencia humana de referencia para definir los exones en Colobus guereza�
6 nucleótidos tras el sitio de poliadenilación, situado en la misma posición relativa 
que en humano (Figura 4-6). Además, el codón de terminación presente en este 
exón se encuentra en la posición +47, como en las especies del género Pongo  aquí 
analizadas, lo que reduciría la longitud de la cola citoplasmática codificada por este 
exón con respecto a humano. El análisis de la secuencia obtenida de los exones 4II 
y 4III no revela grandes diferencias con respecto a humano o el resto de primates 
analizadas, presentando los codones de parada de la traducción en las mismas 
posiciones relativas. Por otro lado, la homología del exón 2 de Cgue-ncr3 con el exón 
2 humano ha permitido detectar sitios consenso de splicing en el interior de este exón 
que podrían dar lugar a un splicing interno similar al descrito en humano (Figura 4-6, 
anotación final). 
4.1.6 Papio cynocephalus (Pcyn-ncr3)
El gen Pcyn-ncr3 no ha sido descrito en Papio cynocephalus, ni existe en las bases de 
datos ninguna secuencia de mensajero procedente de este gen. Además, el genoma 
de esta especie no ha sido secuenciado, por lo que se procedió a la amplificación del 
DNA genómico del gen Pcyn-ncr3 y su posterior secuenciación (Figura 4-1 y Tabla 
S1). Para el análisis de los resultados de la secuenciación se utilizó como referencia 
la secuencia genómica de una especie próxima, Papio anubis, en la que además 
existe anotación por predicción de dos mensajeros del gen Panu-ncr3, similares a las 
variantes A y B humanas, Panu-a y Panu-b respectivamente (Tabla 4-1 y Figura 4-7). 
La secuenciación de la región 5’ del DNA genómico del gen Pcyn-ncr3 no mostró 
ningún cambio con respecto a la de su homólogo en Papio anubis, permitiendo 
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determinar la posición del ATG iniciador, localizado en la misma posición relativa que 
en humano (Figura 4-7, anotación final). En la secuencia obtenida de la región 3’ se 
pudo localizar los exones 3, 4II y 4III mediante la comparación con Papio anubis, 
mientras que el exón 4I se identificó en ambas especies de papiones mediante el 
análisis comparativo con humano (Figura 4-7, anotación final). El exón 4I, en ambos 
papiones, presenta la misma inserción de 6 pb observada en Colobus guereza tras 
el sitio de poliadenilación, estando éste localizado en la misma posición relativa que 
en humano. El codón de terminación presente en este exón (4I) en Papio anubis 
se localiza en la posición +35 (no mostrado), 52 pb antes que en humano, mientras 
que en Papio cynocephalus existe un polimorfisco en la posición +34 (G/C) que 
elimina ese codón de parada, encontrando el siguiente en la posición +47, similar a 
lo observado en Colobus guereza  y en el género Pongo. La posición de los codones 
de parada en los exones 4II y 4III se sitúan en las mismas posiciones relativas que 
en humano (Figura 4-7, anotación final). Aunque la secuencia obtenida de la región 
3’ de Pcyn-ncr3 no permite determinar la presencia de la señal de poliadenilación 
compartida por los exones 4II y 4III, podemos observar que la señal de poliadenilación 
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Figura 4-7 Anotación del gen Pcyn-ncr3. En la parte superior se muestran las especies utilizadas como referencia 
para la corrección de la anotación disponible, que se muestra debajo junto a la anotación final. Además, se 
incluyen las secuencias de los exones 2 y 3 obtenidos durante el análisis de las variantes de splicing expresadas 
en esta especie (ver apartado 4.3). Las proyecciones, sombreados naranjas y verdes, indican el uso de los 
exones de referencia y las secuencias obtenidas durante la secuenciación del DNA genómico para la anotación 
final de Papio cynocephalus�
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presente en Papio anubis, localizada en la misma posición relativa que en humano, 
tiene un polimorfismo que evitaría su reconocimiento, no encontrando ninguna otra 
señal de poliadenilación (Figura 4-7, Papio anubis). Finalmente, la secuencia del 
exón 2 de Pcyn-ncr3, obtenida en el análisis de las variantes de splicing (ver apartado 
4.3), presenta sitios de splicing internos en las mismas posiciones relativas que en 
humano, que también observamos en Papio anubis (no mostrado). 
4.1.7 Macaca mulatta (Mmul-ncr3)
Macaca mulatta es una especie ampliamente utilizada en investigación, por lo que 
la anotación disponible en esta especies es extensa. En NCBI se pueden encontrar 
tres mensajeros anotados para el gen Mmul-ncr3, aunque sólo la variante Mmul-c, 
equivalente a la variante C humana, aparece como secuencia de referencia. 
Adicionalmente, se pueden encontrar en NCBI las secuencias depositadas de las 
variantes Mmul-f y Mmul-nc6, equivalentes a las humanas F y NC6 (Tabla 4-1 y 
Figura 4-8, anotación disponible). En Ensembl existe registro de las variantes 
Mmul-b, Mmul-c y Mmul-e, aunque sorprende comprobar que se trata de predicciones 
basadas en las secuencias de humano, incluso la variante Mmul-c de la que existe 
una secuencia depositada en NCBI. En Uniprot encontramos registro de las proteínas 
correspondientes con las variantes Mmul-a, de la que no existe registro a nivel de 
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Figura 4-8 Anotación del gen Mmul-ncr3. En la parte superior se muestra la estrucutura exónica de Homo sapiens, 
utilizada como referencia. En la parte inferior se muestra la anotaciones disponibles para Macaca mulatta�
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RNA mensajero, Mmul-c y Mmul-e, todas ellas predicciones. Además, existe otra 
secuencia de proteína registrada en Uniprot  procedente de la traducción del mensajero 
Mmul-nc6, teóricamente no codificante por la presencia de un codón prematuro de 
terminación de la traducción (Figura 1-8). El análisis comparativo de la secuencia 
del gen Mmul-ncr3 con su homólogo humano revela que la estructura exónica es 
similar en ambas especies (Figura 1-8). Como en el colobo (Colobus guereza) y 
en las especies de papiones (Papio anubis y Papio cynocephalus) aquí analizadas, 
se puede observar una inserción de 6 pb tras el sitio de poliadenilación presente 
en el exón 4I, incrementando ligeramente su tamaño con respecto a humano. La 
secuencia genómica del gen Mmul-ncr3 disponible en NCBI y Ensembl son idénticas, 
sin embargo, existe cierta discrepancia en las secuencias disponibles de la variante 
Mmul-c entre las distintas bases de datos. En la secuencia genómica el codón de 
parada presente en el exón 4I se localiza en la posición +35 desde el inicio del exón, 
similar a lo observado en Papio anubis, siendo éste el codón de parada descrito 
en Ensembl.  Sin embargo, en NCBI el codón de parada descrito para la variante 
Mmul-c se sitúa en la posición +47, aunque en la secuencia genómica estaría en la 
posición +35, lo que se debe a la presencia de tres polimorfismos en la secuencia 
del mensajero depositada, afectando uno de ellos al codón de parada presente en la 
secuencia genómica en la posición +35. Además de la secuencia de referencia para 
la variante Mmul-c, en NCBI, podemos encontrar otras tres secuencias depositadas 
que se corresponden con la misma variante (AJ554301.1, AY035214.1, AY035215.1), 
estando el polimorfismo de la posición +35 en las dos primeras, mientras que en la 
tercera la secuencia del exón 4I es idéntica a la secuencia genómica. Asimismo, 
en los mensajeros de las variantes Mmul-f y Mmul-nc6 (AY035217.1 y AY035216.1, 
respectivamente) tampoco existe el polimorfismo en la posición +35 del exón 4I, de 
modo que se ha considerado el codón de parada en la posición +35 como el de 
referencia para esta especie (Figura 1-8, anotación final). Por otro lado, los codones 
de parada de la traducción presente en los exones 4II y 4III están en las mismas 
posiciones relativas que en humano. El sitio de poliadenilación común a estos exones 
presenta un polimorfismo que evita el reconocido como tal en los programas de 
predicción, no existiendo otro sitio alternativo en estos exones ni en la secuencia 
posterior, similar a lo detectado en Papio anubis.
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4.1.8 Macaca fascicularis (Mfas-ncr3)
Aunque el gen Mfas-ncr3 no ha sido descrito en esta especie, la búsqueda mediante 
Blast reveló la existencia de una secuencia de cDNA depositada en las bases de 
datos (AJ278389.1, Tabla 4-1), que contiene los exones equivalentes a los que 
componen la variante C humana (Mfas-c, Figura 1-9). Por otro lado, tampoco existe 
un genoma de referencia para esta especie, aunque si existe un borrador del que se 
extrajo la secuencia genómica completa del gen Mfas-ncr3. El cDNA de la variante 
Mfas-c, aunque parcial en su extremo 5’, permitió definir los exones 1 (parcial), 2, 3 y 
4I (Figura 1-9, anotación final). Para determinar la localización de los exones 4II y 4III 
se recurrió al análisis de la homología con la especie más próxima, Macaca mulatta 
(Figura 1-9, Macaca mulatta). Asimismo, el análisis comparativo con Macaca mulatta 
permitió definir el exón 1 completo, así como la potencial división del exón 2 en dos 
fragmentos (exones 2I y 2II), por la presencia de sitios consenso de splicing en las 
mismas posiciones relativas. La estructura exónica inferida no difiere de la descrita 
en Macaca mulatta. El exón 4I, 6 pb mayor que el equivalente humano por una 
inserción tras el sitio de poliadenilación, presenta el codón de parada en la posición 
+35, como lo observado en Papio anubis y en Macaca mulatta (ver apartado anterior). 
La secuencia de los exones 4II y 4III en esta especie no muestra ningún cambio con 
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Figura 4-9 Anotación del gen Mfas-ncr3. En la parte superior se muestran las especies utilizadas como referencia 
para establecer la anotación final que se muestra debajo. Las proyecciones, sombreados naranjas, indican el uso 
de los exones de referencia para la anotación final de Macaca fascicularis�
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Figura 4-10 Anotación del gen Cape-ncr3. En la parte superior se muestra la estrucutura exónica de Homo 
sapiens, utilizada como referencia para el análisis de las secuencias obtenidas del DNA genómico del gen Cgue-
ncr3 de Cebus apella (sombreados verdes). Además, se incluyen las secuencias de los exones 2 y 3 obtenidos 
durante el análisis de las variantes de splicing expresadas en esta especie (ver apartado 4.3). Los sombrados 
naranjas indican el uso de la secuencia humana de referencia para definir los exones en Cebus apella�
respecto a Macaca mulatta, y por lo tanto, presenta los codones de parada en las 
mismas posiciones relativas que ésta. El sitio de poliadenilación presente en humano 
en estos exones muestra el mismo polimorfismo en la secuencia del gen Mfas-ncr3 
que el detectado en Macaca mulatta (Figura 4-9, anotación final). 
4.1.9 Cebus apella (Cape-ncr3)
La información sobre esta especie en las bases de datos es escasa, principalmente 
por la ausencia de un proyecto de secuenciación de su genoma, no existiendo 
ninguna secuencia relacionada con el gen Cape-ncr3. Por lo tanto, se recurrió 
a la secuenciación de las regiones 5’ y 3’ del gen utilizando el DNA extraído de 
las muestras de sangre disponibles (Figura 4-1 y Tabla S1). Con las secuencias 
obtenidas, unidas a las de los exones 2 y 3 obtenidas en al análisis de las variantes 
de splicing (ver apartado 4.3), se pudo establecer la estructura exónica preliminar 
del gen Cape-ncr3. El análisis comparativo con humano revela una gran similitud 
en la estructura exónica entre ambas especies. El ATG iniciador del gen Cape-ncr3 
se localiza en la misma posición relativa que en humano, y podemos detectar los 
sitios de splicing interno en el exón 2 presentes en humano (Figura 4-10). El exón 
4I presenta la misma inserción de 6 pb tras el sitio de poliadenilación conservado 
que detectamos en las especies del género Macaca y Papio, así como en Colobus 
guereza. En esta especie el codón de parada presente en el exón 4I se sitúa en el 
posición +35 como en el género Macaca o en Papio anubis. Como en el resto de los 
primates analizados las posiciones relativas de los codones de parada presentes en 
los exones 4II y 4III son similares a Homo sapiens, sin embargo, en esta especie no 
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Figura 4-11 Anotación del gen Rnor-ncr3. En la parte superior se muestra la estrucutura exónica de Homo sapiens, 
utilizada como referencia. En la parte inferior se muestra la anotaciones disponibles para Rattus norvegicus�
se pudo determinar la presencia de la secuencia de poliadenilación común para estos 
exones puesto que el fragmento secuenciado no contenía tal sitio (Figura 4-10).
4.1.10 Rattus norvegicus (Rnor-ncr3)
En gen Rnor-ncr3, en rata, sólo cuenta con un mensajero anotado, similar a la 
variante humana C, Rnor-c (Tabla 4-1 y Figura 4-11), presente en todas las bases 
de datos, basaba en secuencias depositadas. Por lo tanto, los exones anotados en 
el gen Rnor-ncr3 se corresponden con los exones 1, 2, 3 y 4I humano (Figura 4-11). 
La búsqueda por homología de los exones 4II y 4III y el uso de herramientas de 
predicción de exones, no dieron ningún resultado positivo, por lo que se puede decir 
que estos exones no existen en esta especie. El análisis comparativo de los exones 
anotados muestra algunas diferencias entre rata y humano. En rata, la región no 
codificante del exón 1 es ligeramente mayor que en humano, sin embargo, el codón 
de inicio de la traducción se sitúa en la misma posición relativa (Figura 4-11). El 
exón 2, muestra la misma longitud que en humano, y presenta sitios de splicing 
internos similares a los descritos en humano, sin embargo, el sitio 5’ donador se sitúa 
1 nucleótido antes que en humano debido a un polimorfismo. El uso de este sitio de 
splicing generaría un cambio en la fase de lectura, lo que conduciría a la aparición de 
codones prematuros de terminación de la traducción en la segunda mitad del exón 
2. Por otro lado, el exón 3 es 24 pb más largo en Rattus norvegicus, con respecto a 
humano, lo que amplía su secuencia codificante. Además, el exón 4 (4I en humano) 
es 1 pb más largo en humano, sin embargo, la posición del codón de terminación de 
la traducción en rata se sitúa 17 pb antes que en humano, en la posición +59, lo que 
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reduce la longitud de la cola citoplasmática codificada en este exón con respecto a 
humano. Finalmente, se puede observar la presencia en la secuencia del exón 4 de 
un sitio de poliadenilación en una posición similar a lo observado en humano (Figura 
4-11).
4.1.11 Mus musculus (Mmus-ncr3)
Estudios previos en esta especie demostraron que el gen Mmus-ncr3 es un pseudogen 
en 12 cepas de ratón de laboratorio por la presencia de dos codones prematuros de 
terminación de la traducción en el extremo 5’ del exón 2 (Hollyoake et al., 2005). Por 
el contrario, en Mus caroli, una especie de ratón de campo, la presencia de varios 
polimorfismos revierten estos codones de terminación, habiéndose detectado dos 
mensajeros potencialmente codificantes del gen Mcaro-ncr3 (Figura 4-12, Mus caroli) 
(Hollyoake et al., 2005). Sin embargo, en la bibliografía existen algunas citas sobre 
la detección de mensajeros procedentes de este gen en Mus musculus mediante 
Northern Blot (Sivakamasundari et al., 2000), por lo que se decidió incluir esta especie 
en el presente estudio para un nuevo análisis. El gen Mmus-ncr3 está  presente en 
las principales bases de datos, sin embargo, la anotación sólo cubre los tres primeros 
exones, equivalentes a los exones 1, 2 y 3 en humano (Figura 4.12). El estudio 
comparativo con las secuencias disponibles de Rattus norvegicus permitió prolongar 
el exón 1, que sólo estaba descrito desde el ATG iniciador teórico (Figura 4.12). El 
exón 2 anotado del gen Mmus-ncr3 es tres nucleótidos más corto que en el resto de 
las especies analizadas, sin embargo, las secuencia del sitio donador de splicing de 
este exón está tres nucleótidos más abajo en la secuencia genómico, por lo que se 
prolongó la anotación hasta este punto, siendo consistente con lo descrito en Mus 
caroli. El exón 3 anotado, de 139 pb, no presenta las secuencias consenso para lo 
sitios aceptor y donador de splicing. La comparación con el exón 3 de Mcaro-ncr3 
permitió corregir este error, prolongando la anotación 2 nucleótidos en el extremo 
5’ y reduciendo 15 nucleótidos en el extremo 3’ (Figura 4.12). Como resultado el 
exón 3 ha quedado reducido a 126 pb, mayor que en humano, pero consistente 
con Mus caroli  y similar a los descrito en Rattus norvegicus (Figura 4.12). El exón 
4, no anotado en esta especie, se predijo por homología con la secuencia del exón 
4 descrito en Mus caroli. Como en éste, se puede determinar la posición teórica 
del codón de parada de la traducción en la posición +53 de este exón, similar a lo 
descrito en rata (Figura 4.12). La búsqueda de secuencias de poliadenilación en este 
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exón no dieron resultado, sin embargo, en la misma posición relativa que en rata se 
localiza el sitio de poliadenilación, se puede observar en Mus musculus un vestigio 
de dicha secuencia. 
4.1.12 Bos taurus (Btau-ncr3)
En las principales bases de datos se pueden encontrar dos mensajeros anotados 
del gen Btau-ncr3 (Btau-c1 y Btau-c2), basados en secuencias depositadas, cuya 
traducción teórica daría como resultado una isoforma equivalente a la isoforma C 
humana, aunque estos mensajeros difieren en sus exones iniciales (Figura 4-13). El 
mensajero anotado en Ensembl (Btau-c2) muestra el exón 1 divido en dos fragmentos 
o exones, ambos localizados en la región equivalente al exón 1 humano (Figura 
4-13). El primer fragmento es considerado como UTR, mientras que en el segundo, 
considerado como el exón 1, se localiza el ATG iniciador en una posición relativa 
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Figura 4-12 Anotación del gen Mmus-ncr3. En la parte superior se muestran las especies utilizadas como 
referencia para establecer la anotación final que se muestra debajo. Las proyecciones, sombreados naranjas, 
indican el uso de los exones de referencia para la anotación final de Mus musculus�
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Figura 4-13 Anotación del gen Btau-ncr3. Anotación del gen Mmul-ncr3. En la parte superior se muestra la 
estrucutura exónica de Homo sapiens, utilizada como referencia. En la parte inferior se muestra la anotación final. 
Las proyecciones, sombreados naranjas, indican el uso de los exones de referencia para la anotación final de 
Bos taurus�
equivalente a la detectada en el resto de las especies aquí analizadas. El transcrito 
descrito en NCBI (Btau-c1) presenta este segundo exón descrito en Ensembl, 
precedido de 2 exones adicionales situados ~30 kpb por encima de éste, próximos al 
gen Btau-prr2ca y cerca de una isla CpG, quedando el gen Btau-aif1 en el intrón entre 
estos exones y el exón 1 (Figura 4-13). El resto de exones descritos en ambas bases 
de datos son similares a los presentes en humano y otros primates, no existiendo 
evidencia alguna de la presencia de los exones 4II y 4III en esta especie. El análisis 
de la secuencia del exón 2 muestras la existencia de potenciales sitios de splicing 
internos en posiciones equivalentes a las encontradas en humano (Figura 4.13, 
anotación final). Los exones 3 y 4, presentan una longitud similar a los homólogos 
humanos y de otros primates, estando el codón de terminación de la traducción del 
exón 4 localizado en la posición +47, similar a lo detectado en el género Pongo, en 
Papio cynocephalus y en Colobus guereza. Finalmente, cabe resaltar que el sitio de 
poliadenilación se encuentra en una posición equivalente al encontrado en humano 
para el exón 4I (Figura 4.13). 
4.1.13 Sus scrofa (Sscro-ncr3)
Al inicio de este trabajo el gen Sscro-ncr3 no había sido descrito, ni se disponía de la 
secuencia del genoma de cerdo. Por ello se procedió a la búsqueda de secuencias 
mediante Blast, usando la secuencia codificante de la variante Btau-c (Btau-c1 o 
Btau-c2)  como referencia por su proximidad, lo que permitió identificar un cósmido 
procedente de Sus scrofa (BX548169) que contenía la secuencia genómica completa 
del gen Sscro-ncr3 (Figura 4-14, cósmido Sus). La homología entre las secuencias 
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Figura 4-14 Anotación del gen Sscro-ncr3. En la parte superior se muestran las especies utilizadas como 
referencia para establecer la anotación final que se muestra debajo junto a la anotación disponible para Sus 
scrofa. Las proyecciones, sombreados naranjas y azules, indican el uso de los exones y secuencias de referencia 
respectivamente, para la anotación final de Sus scrofa�  
de Sus scrofa y Bos taurus permitió la obtención de una anotación preliminar, 
posteriormente confirmada por la anotación disponible en la actualidad en las bases 
de datos (Tabla 4-1 y Figura 4-14, anotación disponible). El ATG iniciador se localiza 
en el exón 1, en la misma posición relativa que en el resto de especies analizadas. 
En el exón 2, de tan sólo 337 pb, la fase de lectura análoga a la detectada en otras 
especies se ve alterada por la presencia de dos deleciones. La primera, de tan 
sólo un nucleótido en la posición +68 (con respecto al inicio del exón), produce un 
cambio en la pauta de lectura que provoca la aparición de un codón de terminación 
de la traducción en la posición +155 del propio exón, alterando toda la secuencia 
codificante teórica. La segunda, de siete nucleótidos, localizada en la posición +196, 
introduce un nuevo cambio en la fase de lectura, que no restaura la fase observada 
en otras especies, y produce la aparición de dos nuevos codones de terminación 
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en el exón 2, en las posiciones +224 y +254. Sendos cambios en la fase de lectura 
afectan también a los exones 3, en el que aparece otro codón de terminación, y 4 que 
presentaría el codón de terminación en la posición +70 (Figura 4-14). En conjunto, 
la presencia de todos estos codones prematuros de terminación de la traducción 
sugieren que el gen Sscro-ncr3 podría ser un pseudogen, como su homólogo en 
Mus musculus. Sin embargo, podemos detectar la secuencia consenso del sitio de 
poliadenilación en el exón 4, que en el caso de ratón parece degenerada (Figura 4-14, 
anotación final). En NCBI se puede encontrar un mensajero anotado por predicción 
que contiene los 4 exones descritos en este trabajo (Sscro-c) (Figura 4-14, anotación 
disponible). Sorprendentemente, la secuencia del mensajero predicha en NCBI no 
presenta estos codones de parada, sino que muestra algunas correcciones como 
la inserción de dos nucleótidos indeterminados (‘N’) en el exón 2 en las posiciones 
+68 y +196 para restaurar la fase de lectura. Al hacer esto, aparecen dos nuevos 
codones de terminación en la segunda mitad del exón 2, que son corregidos en la 
traducción teórica, de modo que el único codón de terminación de la traducción se 
localice en la posición +47 del exón 4, similar a lo descrito en Bos taurus, Colobus 
guereza, Papio cynocephalus y en el género Pongo. Por otro lado, en Ensembl, 
encontramos anotados dos mensajeros, siendo uno de ellos el mismo que el presente 
en NCBI, sin las correcciones introducidas en ésta, de manera que el mensajero es 
considerado como no codificante (Tabla 4-1). Además, en Ensembl, encontramos 
otro transcrito anotado (denominado aquí Sscro-ss7), basado en dos secuencias 
depositas, una parcial (HQ658981.1) y otra del cDNA completo (EU282355.1). El 
exón 1 de este mensajero está divido en dos fragmentos, de manera análoga a lo 
observado en el mensajero Btau-c2, siendo el primer fragmento considerado UTR, y 
estando localizado el ATG iniciador en el segundo fragmento (Figura 4-14, anotación 
disponible). El exón 2, también divido en dos fragmentos por un evento de splicing 
interno, diferente del detectado en humano y otras especies, carece de la porción 
del exón 2 donde se  detectan los tres codones de parada (Figura 4-14). Además, 
este evento de splicing, provoca la restauración de la pauta de lectura, de modo 
que la secuencia teóricamente codificada por la segunda parte del exón 2 y el exón 
3 es similar a la observada en otras especies. Los exones 3 y 4 aparecen como un 
único exón en el mensajero Sscro-ss7, debido a la retención del intrón entre ambos, 
encontrándose un codón de terminación de la traducción en fase con el ATG iniciador 
al principio de este intrón (Figura 4-14, anotación disponible).
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Figura 4-15 Análisis de la conservación de la secuencia genómica del gen NCR3 en las especies incluidas en 
este trabajo. El histograma rojo sobre la estructura exónica de cada especie representa la conservación (%) con 
respecto a la secuencia de Homo sapiens. En Pongo pygmaeus, Colobus guereza, Papio cynocephalus y Cebus 
apella el análisis está restringido a las regiones de secuencia conocida. En P� pygmaeus y P� cynocephalus se 
han incluido los histogramas (línea negra) correspondiente con el análisis de la conservación de la secuencia en 
Pongo abelli y Papio anubis respectivamente, como referencia por su proximidad. 
4.1.14 Análisis de la conservación y el entorno genómico del gen NCR3
El análisis de la información disponible en las distintas bases de datos de las especies 
bajo estudio, así como la secuenciación del DNA genómico de algunas de éstas 
ha permitido llevar a cabo el estudio de la conservación de estas secuencias, así 
como estudiar la estructura exónica del gen NCR3 a lo largo de la evolución (Figura 
4-15). Globalmente se puede observar que la mayor conservación de secuencia se 
detecta en el grupo de los primates, encontrado niveles elevados de conservación 
incluso en las secuencias intrónicas (Figura 4-15). A medida que aumenta la distancia 
evolutiva con respecto a humano se detecta una concentración de la conservación 
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en las secuencias exónicas y la frontera exón-intrón (Figura 4-15). En Bos taurus, 
Sus scrofa, Mus musculus y Rattus norvegicus no existen evidencias que permitieran 
definir los exones 4II y 4III,  sin embargo, resulta llamativa la presencia de cierta 
conservación de secuencia en la región intergénica entre el gen NCR3 y LST1 en 
ungulados (Bos taurus y Sus scrofa) donde se localizan dichos exones en primates 
(Figura 4-15). 
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Figura 4-16 Conservación de los sitios de splicing. En el centro se muestra la estructura exónica genérica del gen 
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Además de la secuencia, la estructura exónica también ha sido conservada a lo largo 
de la evolución (Figura 4-15). El exón 1, y sobre todo la región codificante de éste, 
ha permanecido inalterado, salvo en el grupo formado por Sus scrofa y Bos taurus, 
en los que parece haber desarrollado un splicing interno. Además en Bos taurus 
existen evidencias de la inclusión de exones anteriores a éste, aunque muy alejados 
en secuencias, más de 30 kpb, que pese a no modificar la secuencia codificante 
podría tener consecuencias sobre la estabilidad y vida media del mensajero. El 
exón 2, que codifica el dominio inmunoglobulina característico de este gen, ha 
sido bien conservado, manteniendo un tamaño constante, excepto en Sus scrofa 
por la presencia de dos deleciones que producen cambios en la fase de lectura. 
En la mayoría de las especies analizadas se puede detectar la presencia de sitios 
potenciales de splicing interno en el exón 2 que podrían generar un cambio en el 
dominio inmunoglobulina codificado como el descrito en humano (Figura 4-15). El exón 
3, que codifica principalmente el dominio transmembrana, también se ha conservado 
estructuralmente, sin embargo, éste muestra un incrementado de tamaño en el linaje 
de los roedores. Pese a que su tamaño ha fluctuado sólo ligeramente, el exón 4, 
muestra una gran conservación, aunque ligeramente inferior al resto de exones. Lo 
más interesante de este exón es la modificación progresiva de la posición del codón 
de terminación de la traducción, en especial en el grupo de los primates. En el género 
Macaca, en Cebus apella y en Papio anubis, se localiza a tan sólo 35 pb del inicio 
del exón, mientras que en Colobus guereza, Papio cynocephalus y en el género 
Pongo está desplazado hacia el 3’, en la posición +47 con respecto al inicio del 
exón, lo que incrementa el tamaño de la cola citoplasmática de las proteínas teóricas. 
En Gorilla gorilla, Pan troglodytes y en Homo sapiens el desplazamiento del códon 
de terminaición hacia el 3’ del exón es aún mayor, encontrándose en la posición 
+77. Finalmente, pese a ser exclusivo de primates, los exónes 4II y 4III muestra una 
diferencia importante en cuanto a la presencia de un sitio de poliadenilación. Éste sólo 
está presente en primates superiores, género Pongo, Gorilla gorilla, Pan troglodytes 
y Homo sapiens, mientras que en el resto de primates analizados la presencia de 
polimorfismos altera esta secuencia consenso, lo que podría tener consecuencias 
en la expresión de variantes que portasen dichos exones. En análisis detallado de 
las fronteras exón-intrón permite observar una alta conservación de las secuencias 
de los sitios 5’ donador y 3’ aceptor (Figura 4-16), con la única excepción del sitio 5’ 
donador del exón 2I, que en roedores presenta un polimorfismo (G/T). 
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El entorno genómico del gen NCR3 también muestra una alta conservación. En todas 
las especies analizadas de las que existe un genoma de referencia se ha podido 
comprobar la presencia de los genes AIF1 y LST1, a ambos lados del gen NCR3, y en 
orientación opuesta a éste. La distancia entre AIF1 y NCR3 es muy similar en todos 
los primates (~25-30 kpb), mientras que en roedores y en ungulados esta distancia 
es considerablemente menor (~7-8 kpb en roedores y ~12-15 kpb en ungulados). Por 
otro lado, la distancia entre NCR3 y LST1 es muy pequeña en primates, llegando a 
solapar parcialmente con los exones 4II y 4III, mientras que en roedores y ungulados 
la distancia es superior (~200-370 pb), debido a la ausencia de estos exones en 
estas especies (Figura 4-15). 
En humano, el gen NCR3 se localiza en la región del MHC de clase III, que muestra 
una alta conservación entre humano, ratón, rata y cerdo (Hurt et al., 2004; Peelman et 
al., 1996; Renard et al., 2006; Walter et al., 2002; Xie et al., 2003). Por ello se decidió 
extender el estudio del entorno genómico a la región del MHC de clase III utilizando 
las secuencias de genes incluidos en dicha región en humano como referencia para 
la búsqueda de los genes homólogos en el resto de las especies de las que se 
dispone de la secuencia genómica completa. Gracias a este procedimiento se ha 
podido comprobar que la mayoría de los genes presentes en esta región en humano 
se encuentran conservados en regiones homólogas en las demás especies (Figura 
4-17), detectándose en todas ellas una gran conservación global de la sintenia de 
la región, exceptuando Rattus norvegicus y Sus scrofa, en las que existe algunos 
reordenamientos importantes, aunque la mayoría de los genes siguen estando 
agrupados en la misma región. 
Adicionalmente, se decidió estudiar la densidad génica de la región del MHC de clase 
III , ya que es una de las peculiaridades que muestra esta región en humano (The 
MHC sequencing consortium, 1999). Para esta tarea se han utilizado las anotaciones 
disponibles y se ha analizado en cada especie la densidad génica global, así como la 
densidad génica del cromosoma en el que se localiza la región del MHC de clase III de 
cada una de las especies. Globalmente se puede considerar que la región del MHC 
de clase III es una de las regiones con mayor densidad génica en todas las especies 
analizadas (Figura 4-18). Sólo en ungulados se observa una densidad menor de la 
región, aunque superior a la media del genoma en estas especies. Este fenómeno 
es aún más claro cuando se limita el análisis al cromosoma en el que se localiza esta 
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Figura 4-18 Análisis de la densidad génica de la región de MHC de clase III. En las especies en las que se 
dispuso de la secuencia completa de su genoma, así como de la anotación de éste, se calculó la densidad génica 
en ventanas de una megabase, así como el contenido en GC. 
-125-
Resultados
R
es
ul
ta
do
s
Mus musculus
Rattus norvegicus
Bos taurus
Sus scrofa
Mb
N
º G
en
es
 / 
%
G
C
N
º U
ni
no
ne
s 
de
 e
xo
ne
s
Mb
N
º G
en
es
 / 
%
G
C
N
º U
ni
no
ne
s 
de
 e
xo
ne
s
Mb
N
º G
en
es
 / 
%
G
C
N
º U
ni
no
ne
s 
de
 e
xo
ne
s
Mb
N
º G
en
es
 / 
%
G
C
N
º U
ni
no
ne
s 
de
 e
xo
ne
s
Homo spiens
Pan troglodytes
Pongo abelli
Macaca mulatta
Gorilla gorilla
Mb
N
º G
en
es
 / 
%
G
C
N
º U
ni
no
ne
s 
de
 e
xo
ne
s
Mb
N
º G
en
es
 / 
%
G
C
N
º U
ni
no
ne
s 
de
 e
xo
ne
s
Mb
N
º G
en
es
 / 
%
G
C
N
º U
ni
no
ne
s 
de
 e
xo
ne
s
Mb
N
º G
en
es
 / 
%
G
C
N
º U
ni
no
ne
s 
de
 e
xo
ne
s
Mb
N
º G
en
es
 / 
%
G
C
N
º U
ni
no
ne
s 
de
 e
xo
ne
s
cromosoma 6
cromosoma 6
cromosoma 6
cromosoma 6
cromosoma 17
cromosoma 20
cromosoma 23
cromosoma 7
cromosoma 4
MHCIII
MHCIII
MHCIII
MHCIII
MHCIII
MHCIII
MHCIII
MHCIII
MHCIII
Porcentaje GC (%)
Número de genes descritos
Uniones de exones descritas
Uniones de exones detectadas
Figura 4-19 Análisis de la densidad génica local. En cada especie se estudió la densidad génica (línea roja) del 
cromosoma en el que se localizada la región de MHC de clase III (indicada con una barra negra). Además se 
muestra el contenido en GC (línea negra), las uniones de exones descritas (histograma azul) y las uniones de 
exones detectadas mediante RNA-seq (histograma verde).
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región en cada una de las especies (Figura 4-19). En el perfil de densidad génica de 
los cromosomas de cada especie la región del MHC de clase III se hace evidente a 
simple vista, superando en varias veces la densidad media del cromosoma en todos 
los casos (Figura 4-19). 
Finalmente, se decidió comparar la anotación disponible en las bases de datos con 
la información global obtenida del análisis de secuencias de RNA-seq realizados en 
este trabajo. Para ello se extrajo la información de las uniones de exones descritas 
de las anotaciones disponibles para cada especie y se comparó con los datos de 
uniones de exones detectadas en el análisis de los datos de RNA-seq disponibles 
(Figura 4-19 y Tabla S2). De manera general se puede afirmar que el conocimiento 
actual sobre el splicing alternativo aún está lejos de ser completo, puesto que en 
todas las especies analizadas mediante RNA-seq se detectan de decenas a centenas 
de miles de uniones de exones nuevas. La disponibilidad de datos de RNA-seq no 
es equitativa entre las especies analizadas en este trabajo, existiendo mucho más 
datos de humano y ratón que en el resto de las especies, sin embargo, el número 
de uniones de exones detectadas incrementa el número total de uniones de exones 
totales entre 1,23 y 1,74 veces en todas las especies (Figura 4-20). Si se analiza en 
detalle esta información, se puede observar que el número de uniones de exones 
detectadas en el cromosoma en el que encontramos la región del MHC de clase III 
en cada especie es superior al número de uniones de exones descritas en toda su 
longitud (Figura 4-19). Del mismo modo, la región del MHC de clase III muestra un 
déficit en el número de uniones de exones descritas con respecto a las que se pueden 
detectarse mediante RNA-seq (Figura 4-19). Conviene resaltar que las uniones de 
exones detectadas mediante RNA-seq han sido filtradas, sólo considerándose válidas 
aquellas soportadas por al menos cinco lecturas, lo que ha reducido el número de 
uniones de exones detectadas considerablemente. Por otro lado, la limitación en el 
número de datos de RNA-seq y el limitado número de tipo celulares o tejidos de los 
que preceden dichos datos permite especular que el número de uniones de exones 
y de variantes de splicing será aún mucho mayor del aquí expuesto, poniendo de 
manifiesto el gran déficit existente en el conocimiento del número real de variantes 
de splicing. 
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Figura 4-20 Comparación del número de uniones de exones descritas en las 
anotaciones disponibles (azul) y las detectadas mediante RNA-seq (verde). Los 
números sobre los diagramas de Venn indican el incremento en el número total de 
uniones de exones diferentes descritas y detectadas con respecto a las descritas. 
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42 Análisis de las variantes de splicing del gen NCR3 en diferentes especies 
de mamíferos
Una vez conocida las secuencia del gen NCR3 y su anotación se procedió al análisis 
de las variantes de splicing expresadas a partir de éste en cada especies. Para ello 
se han utilizado dos métodos complementarios. Por una lado, se ha realizado un 
análisis detallado de las variantes de splicing expresadas en los diferentes tejidos de 
cada especie mediante PCR anidada, y adicionalmente hemos estudiado las uniones 
de exones que podemos detectar mediante el análisis de secuencias de RNA-seq 
disponibles. La unión de los resultados obtenidos con ambos métodos permite 
determinar en mayor detalle el grado de splicing alternativo que muestra el gen NCR3 
en cada una de las especies y su análisis comparativo. 
La división de este  apartado y el análisis de las variantes de splicing desarrollado en 
el grupo de los primates es meramente práctica, dado que la metodología utilizada es 
similar. Sin embargo, la disponibilidad de muestras de diferentes tejidos en el grupo 
de especies que hemos agrupado bajo el epígrafe mamíferos es muy diversa (Tabla 
3-3, materiales y métodos), mientras que en el grupo de los primates sólo se dispuso 
de muestras de sangre. Por ello, se consideró conveniente la separación en dos 
apartados para una mejor compresión de los resultados. 
4.2.1 Homo sapiens
Los resultados obtenidos mediante PCR anidada en los distintos tejidos y líneas 
celulares humanas permitieron confirmar la existencia de los nueve mensajeros 
descritos previamente por Neville et al� (Neville and Campbell, 1999) (Figura 4-21), 
no encontrándose transcritos adicionales. Se detectó expresión del gen NCR3 en 
todas las muestras analizadas, sin embargo, la expresión de las nueve variantes 
muestran un patrón diferencial. Así, mientras que en las líneas celulares Jurkat, Raji e 
YT se expresan todas las variantes (Figura 4-21), cabe destacar la falta de expresión 
de  las variantes C, F y NC3 en las líneas celulares U937 y HeLa (Figura 4-21A), la 
ausencia de la variante NC3 en células K562 (Figura 4-21A) y la expresión exclusiva 
de las isoformas B y D  en la línea celular U937 y la variante B en células HeLa 
(Figura 4-21B). 
 Los resultados obtenidos en los distintos tejidos humanos adultos, fetales y tumorales 
también evidencian la expresión de estos nueve mensajeros, existiendo igualmente 
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Figura 4-21 Análisis del AS del gen NCR3 mediante PCR anidada. A) Amplificación de los mensajeros 
portadores del exón 4I. B) Amplificación de los mensajeros portadores de los exones 4II o 4III. 
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un patrón de expresión diferencial. En PBMCs procedentes de sangre se puede 
observar la expresión de los nueve transcritos (Figura 4-21). En tejido de riñón adulto 
sólo se expresan las variantes A, B, E y ligeramente NC1 y NC2, mientras que en 
el estadio fetal podemos observar la expresión de las variantes A, B, C, D, NC1 y 
NC2. Además, en tejido de riñón tumoral, cabe destacar, un patrón de expresión 
más próximo al estadio fetal que el mostrado por el tejido adulto como demuestra 
la expresión de los mensajeros A, B, C, E, NC1 y NC2 (Figura 4-21). Asimismo, en 
los tejidos cerebral, páncreatico y hepático también pueden observarse diferencias 
llamativas en la expresión de algunas variantes entre el estadio fetal y adulto. En 
cerebro adulto se detecta expresión de las variantes A, B y C, mientras que en tejido 
fetal se observa además expresión de las variantes D y NC1. En hígado adulto se 
expresan todas las variantes, sin embardo, en tejido fetal destaca la ausencia de 
expresión de las variantes D, E, NC1 y NC2 (Figura 4-21). En páncreas adulto se 
expresan todas las variantes a excepción de las variantes F y NC3, que si se expresan 
en estadio fetal, mientras que no lo hacen las variantes D y E. Por el contrario, el 
tejido pulmonar se expresan todas las variantes, tanto en tejido adulto como en fetal 
y tumoral (Figura 4-21). 
Adicionalmente al uso de la PCR anidada en la búsqueda de variantes de splicing 
hemos analizado las variantes splicing procedentes del gen NCR3 mediante 
secuenciación masiva de RNA (RNA-seq) en una muestra de RNA procedente de 
sangre periférica (PBMCs) de un donante sano, así como en los datos disponibles 
en las bases de datos de RNA-seq (Tabla S2). De esta forma, pudimos detectar 
uniones de exones que combinadas conforman los nueve mensajeros amplificados 
por PCR anidada (uniones de exones H1 a H7, Figura 4-22), consideradas aquí como 
uniones de exones canónicas. Además, se detectaron nuevas uniones de exones, 
que proceden de variantes de splicing no identificadas hasta la fecha. Estas nuevas 
uniones de exones se clasificaron en 2 categorías: uniones de exones no codificantes 
(uniones H8 a H15, Figura 4-22) y uniones de exones neutras (uniones H16 a H20, 
Figura 4-22). 
Las primeras procederían de mensajeros no codificantes por la aparición de codones 
prematuros de terminación de la traducción (uniones H8, H13 y H15) o por la aparente 
ausencia de codones de iniciación de la traducción (uniones H9 a H11) (Figura 4-22 
y Tabla S3). También hemos incluido en este grupo la unión de exones H14, que 
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pese a mantener la fase de lectura, presenta la deleción de gran parte del exón 2 
imposibilitando así el plegamiento del dominio inmunoglobulina codificado en éste y 
por tanto, generando un proteína potencialmente defectiva. 
Por otro lado, las uniones de exones que hemos llamado neutras  (uniones H16 a 
H20, Figura 4-22)  son eventos de splicing en la región 5´ no traducida del exón 1 o 
entre en exón 1 y un potencial exón o exones anteriores no descritos (Figura 4-22). 
El análisis de las secuencias revela que no existe ningún otro ATG iniciador anterior 
al ya descrito en ninguno de los mensajeros teóricos que portasen estas uniones 
de exones ni combinaciones de éstas. Por lo tanto, la presencia de estas uniones 
de exones no altera la secuencia codificante de los mensajeros. Sin embargo, la 
presencia de tales uniones de exones podría tener implicaciones en la estabilidad de 
los mensajeros. 
Analizando todas la uniones en las distintas muestras de RNA-seq disponibles, 
podemos ver un alto grado de detección de estas uniones de exones en células 
T, B y linfocitos procedentes de sangre periférica (PBMCs), donde la expresión 
global del gen es mayor, siendo las uniones de exones canónicas (H1 a H7) las más 
abundantes en todas las muestras (Figura 4-22). Destaca el alto número de uniones 
de exones que proceden de mensajeros no codificantes (uniones de exones H8 a 
H15), sin embargo, el número de lecturas por muestra y el número de muestras en 
las que detectamos tales uniones de exones es bajo (Figura 4-22 y Tabla S3) y por 
lo tanto, se trata de variantes poco abundantes.  Del mismo modo, las uniones de 
exones neutras son poco frecuentes, de modo que sólo una pequeña proporción 
de los mensajeros maduros portará dichas uniones de exones (Figura 4-22). Si 
comparamos la expresión de las distintas uniones de exones se puede observar 
que las variantes A, B y C son mayoritarias (uniones H1 y H3), mientras que las 
variantes D, E y F son minoritarias dado la baja expresión de la unión de exones 
H2 característica de estos mensajeros, incluso menor que la unión de exones H7, 
característica de los mensajeros no codificantes NC1, NC2 y NC3 (Figura 4-22). En 
cuanto a las distintas colas citoplasmáticas existe cierta especificidad en función del 
linaje celular, así en células T las variantes B y D  con el exón 4II (unión H5) son 
mayoritarias, seguidas de las variantes C y F con el exón 4I (unión H4) o A y E 4III 
(unión H6), en células B la variantes mayoritarias portan el exón 4II (B y D, unión H5), 
seguidas de las que presentan los exones 4III (A y E unión H6) o 4I (C y F unión H4) 
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y en PBMCs las variantes A y E con el exón 4III (unión H6) se expresan más que las 
que porta el exón 4II (B y D) o el exón 4I (C y F). En monocitos, aunque la expresión 
global es considerablemente menor, destaca la expresión exclusiva de la variante C, 
definida por las uniones de exones H1, H3 y H4 (exón 4I) (Figura 4-22). En el resto 
de los tejidos sólo se detectan uniones de exones aisladas dado la baja expresión 
del gen NCR3 en éstos, excepto en hígado donde se detectan las uniones de exones 
que definen las variantes C (H1, H3 y H4) y F (H1, H2, H3 y H4) (Figura 4-22). 
Teniendo en cuenta los resultados de PCR anidada y RNA-seq conjuntamente 
podemos concluir que las potenciales proteínas codificadas en las múltiples 
variantes de splicing detectadas son las codificadas por los mensajeros A, B, C, 
D, E y F, aunque éstos podrían además presentar eventos de splicing como los 
Figura 4-23 Potenciales isoformas codificantes del gen NCR3. En la parte superior se indican los posibles 
dominios codificados en los diferentes exones. En la parte inferior se representa de manera esquemática la 
configuración estructural de las posibles isoformas proteínas generadas mediante AS. 
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detectados en las uniones de exones neutras que modificarían su extremo 5´. 
Todas las isoformas proteicas presentarían el péptido señal codificado en el exón 
1 y la región transmembrana codificada en el exón 3, que además codifica el cuello 
de 15 aa que separa el dominio inmunoglobulina del dominio transmembrana e 
implicado en la unión de ligandos (Figura 4-23) (Hartmann et al., 2012). Tres de ellas 
estarían compuestas por un dominio inmunoglobulina tipo V codificado en el exón 
2 completo (isoformas A, B, C), que presenta tres potenciales N-glicosilaciones, en 
combinación con cada una de las tres colas citoplasmáticas codificadas en cada 
uno de los exones 4 alternativos. Las otras tres variantes codificantes (isoformas 
D, E, F), debido al splicing interno del exón 2, estarían compuesta por un dominio 
inmunoglobulina tipo C, con dos potenciales N-glicosilaciones, combinado con las 
tres colas citoplasmáticas (Figura 4-23). Las colas citoplasmáticas no muestran 
ningún dominio conservado, sin embargo, la cola codificada en el exón 4I (variantes 
C y F) muestra una serina que podría ser fosforilada y un potencial sitio de unión de 
proteínas de la familia SH3, la codificada en el exón 4II (variantes B y D) presenta 
una tiroxina candidata a fosforilación y la codificada por el exón 4III (variantes A y 
E) presentan dos sitios potenciales de unión de proteínas de la familia SH3, según 
predicciones bioinformáticas (Figura 4-23).
4.2.2 Macaca Mulatta
La conservación de secuencia entre Macaca mulatta y Homo sapiens permitió utilizar 
la misma estrategia y los mismos cebadores (Tabla 3-5, materiales y métodos) que 
en el caso de humano. La amplificación con los cebadores correspondientes a los 
mensajeros portadores del exón 4I resultó en la identificación de cuatro variantes de 
splicing (Figura 4-24). El análisis de la composición de exones reveló que tres de 
estas variantes (Mmul-c y Mmul-f, Mmul-nc3) presentaban la misma composición de 
exones que las variantes C, F y NC3 descritas en humano. Además, se detecto una 
variante nueva, nombrada Mmul-1, compuesta por la suma de los exones 1, 2I, 3 y 4I 
(Figura 4-24). Las variantes Mmul-ncr3 y Mmul-1 son transcritos no codificantes por 
la aparición de codones prematuros de terminación de la traducción ocasionados por 
cambios en la fase de lectura generados por las uniones de exones que definen estos 
mensajeros (unión de los exón 1 y 2I  y unión de los exones 1 y 2II respectivamente). 
Cabe destacar que no se detectó expresión del mensajero Mmul-NC6 descrito en 
las bases de datos (Figura 4-8, en apartado anterior) en ninguno de los tejidos 
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Figura 4-24 Análisis del AS del gen Mmul-ncr3 mediante PCR anidada. En la 
parte superior se muestra un gel representativo de la amplificación en los tejido 
disponibles. En la parte inferior se representan la estructura de los mensajeros 
identificados. 
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analizados. Por otro lado, al realizar amplificaciones con los cebadores diseñados 
en los exones 4II y 4III, no se detectó ningún transcrito que portase estos exones en 
ninguno de los tejidos analizados. Modificando las condiciones de la PCR anidada 
(aumentando el número de ciclos y la cantidad de molde inicial) se amplificaron dos 
mensajeros  inmaduros (datos no mostrados). Éstos presentaban los mismo exones 
que las variantes Mmul-c y  Mmul-nc3 (incluído el exón 4I), seguidos de los exones 
4II y 4III y los intrones entre los exones 3 y 4I y entre éste y los exones 4II y 4III. 
La expresión de las variantes detectadas muestra un patrón diferencial en los tejidos 
analizados (Figura 4-24). En tejido cerebral destaca la detección exclusiva de la 
variante Mmul-c. En el resto de tejidos estudiados detectamos la expresión de las 
variantes Mmul-nc3 y Mmul-1, sin embargo, las variantes Mmul-c y Mmul-f presentan 
una mayor expresión en pulmón, bazo y páncreas (Figura 4-24). 
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Mediante el análisis de secuencias procedentes de experimentos de RNA-seq se 
detectaron las uniones de exones que definen los mensajeros Mmul-c, Mmul-f y Mmul-
nc3 (uniones de exones H1 a H4 y H7 en Figura 4-25). No se detectó expresión de la 
unión de exones P1 (Figura 4-24), característica de la nueva variante detectada por 
PCR anidada en este estudio (Mmul-1), ni tampoco se detectaron uniones de exones 
que incluyesen a los exones 4II y 4III, confirmado el resultado obtenido mediante 
PCR anidada (Figura 4-24). Adicionalmente se detectó una unión de exones de tipo 
neutra (unión H16 en Figura 4-24), que provoca un evento de splicing en la región 
no codificante del exón 1, en las mismas posiciones relativas que la unión de exones 
detectada en Homo sapiens (Figura 4-22). Igual que en humano, esta nueva unión 
de exones no modifica la secuencia codificante de los potenciales mensajeros. Los 
mayores niveles de expresión detectados mediante RNA-seq se encuentran en bazo, 
pulmón y células linfoblásticas (Figura 4-24). 
Conjuntamente, los resultados del análisis mediante PCR anidada y mediante RNA-
seq, revelan que en esta especie podrían producirse sólo dos isoformas proteícas, 
Mmul-c y Mmul-f (Figura 4-25). Los dominios estructurales que presentan estas 
isoformas son los mismos que las isoformas equivalentes humanas (C y F). La única 
diferencia reseñable es la longitud de la cola citoplasmática, de 25 aa en humano, y 
que en esta especie sería de tan sólo 11 aa (Figura 4-25). Esta reducción se debe a la 
presencia de un codón de terminación de la traducción en la posición +35, confirmado 
en la secuenciación de las variantes detectadas, mientras que en humano se localiza 
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Figura 4-25 Análisis del AS del gen Mmul-ncr3 mediante RNA-seq. En el panel de la izquierda se representan 
esquemáticamente las uniones de exones detectadas mediante por PCR anidada y RNA-seq. En el panel central 
se muestra un resumen de la información obtenida mediante PCR anidada y en el panel de la derecha se muestran 
las uniones de exones detectadas en las secuencias de RNA-seq disponibles (Tabla S2) medidas como lecturas 
alineadas en cada unión de exones normalizadas por el número tal de lecturas alineadas.
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Figura 4-26 Potenciales isoformas codificantes del gen Mmul-ncr3. En la parte superior 
se indican los posibles dominios codificados en los diferentes exones. En la parte inferior 
se representa de manera esquemática la configuración estructural de las posibles 
isoformas proteínas generadas mediante AS. 
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en la posición +77. La serina potencialmente fosforilable detectada en la isoforma C 
de humano está presente también en la cola citoplasmática de macaco, sin embargo, 
al tratarse del último aminoácido de la proteína, el entorno bioquímico en este caso 
no es el adecuado para su reconocimiento. La reducción del tamaño de la cola 
citoplasmática en esta especie elimina el potencial sitio de unión de proteínas de la 
familia SH3 detectado en humano.  No se detectaron mensajeros que portasen los 
exones 4II y 4III, ni uniones de exones que permitieran inferir su existencia, de modo 
que no se producirán isoformas proteicas como las humanas A, B, D y E (Figura 
4-24), aunque si se haya predicho su existencia por homología de secuencia (Figura 
4-8, en apartado anterior). 
-138-
Alberto Rastrojo Lastras
4.2.3 Rattus norvegicus
Mediante PCR anidada en los distintos tejidos disponibles de Rattus norvegicus 
se pudo  identificar 5 mensajeros (Figura 4-27). En todos los tejidos analizados se 
detectó la variante descrita Rnor-c. Adicionalmente, se detectaron cuatro nuevos 
transcritos no descritos (Figura 4-27). El mensajero Rnor-1 está formado por los 
mismos exones que la variante Rnor-c, portando además un nuevo exón localizado 
en el intrón 1 (Figura 4-27). La incorporación de este nuevo exón hace que el 
mensajero sea no codificante por la presencia en este exón de un codón prematuro 
de terminación de la traducción (Figura 4-27). Los mensajeros Rnor-2 y Rnor-4 
también se han considerado no codificantes ya que ambos presentan deleciones en 
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Figura 4-27 Análisis del AS del gen Rnor-ncr3 mediante PCR anidada. En la parte superior 
se muestra un gel representativo de la amplificación en los tejido disponibles. En la parte 
inferior se representan la estructura de los mensajeros identificados. 
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el extremo 3’ del exón 2 en la región en la que está codificada la cisteína necesaria 
para formar el puente disulfuro característico de los dominios inmunoglobulina y por 
lo tanto, comprometiendo su plegamiento. En ambos mensajeros la fase de lectura 
se mantiene como en la variante Rnor-C, careciendo el transcrito Rnor-4 además del 
exón 3 (Figura 4-27). La variante Rnor-3, similar a la humana NC3, presenta sólo la 
mitad 3’ del exón 2, aunque el sitio 3’ aceptor no guarda relación con el detectado en 
humano. Como en la variante NC3, aparece un codón de terminación de la traducción 
al inicio del fragmento conservado del exón 2, y por lo tanto, se trata de un mensajero 
no codificante (Figura 4-27). La expresión de estas nuevas variantes muestra cierta 
especificidad tisular, así la variante Rnor-1 sólo se expresa en pulmón, el mensajero 
Rnor-4  se expresa exclusivamente en corazón, la variante Rnor-3 la detectamos en 
corazón y riñón, y la variante Rnor-2 se observa en embrión, cerebro, corazón y riñón. 
Sin embargo, la variante Rnor-c se expresa en todos los tejidos, mayoritariamente en 
comparación con las otras variantes (Figura 4-27).
El en análisis de las secuencias de RNA-seq disponibles de esta especie se pueden 
detectar las uniones de exones que forman la variante canónica (Rnor-c)  en la mayoría 
de los tejidos (uniones de exones H1, H3 y H4 en Figura 4-28). Las uniones de 
exones características de los nuevos transcritos detectados mediante PCR (uniones 
de exones R1 a R5 en Figura 4-28) no se detectan mediante RNA-seq, lo que podría 
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Figura 4-28 Análisis del AS del gen Rnor-ncr3 mediante RNA-seq. En el panel de la izquierda se representan 
esquemáticamente las uniones de exones detectadas mediante por PCR anidada y RNA-seq. En el panel central 
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Figura 4-29 Potenciales isoformas codificantes del gen Rnor-ncr3. En la parte 
superior se indican los posibles dominios codificados en los diferentes exones. 
En la parte inferior se representa de manera esquemática la configuración 
estructural de las posibles isoformas proteínas generadas mediante AS. 
deberse a la baja expresión de dichas variantes. Además de las uniones de exones 
mencionadas, detectamos una nueva unión no detectada por PCR anidada (unión 
de exones R6). Aunque el número de lecturas detectadas correspondientes con esta 
unión de exones es muy bajo, la combinación de ésta con las uniones de exones 
H1 y H3 podría producir mensajeros codificantes. La unión de exones R6 supone la 
retención parcial del intrón entre los exones 3 y 4, de manera que la fase de lectura 
del exón 4 se ve alterada, y por lo tanto, modificando la posible cola citoplasmática 
de la proteína final (Figura 4-28). La expresión global del gen Rnor-ncr3, medida 
mediante RNA-seq, indica que los mayores niveles de expresión se encuentran en 
bazo seguido de pulmón, con cierta expresión en hígado (Figura 4-28). 
En análisis del splicing alternativo en esta especie permite inferir la existencia de 
dos potenciales proteínas, la isoforma Rnor-c ya descrita, y una nueva potencial 
isoforma, denominada aquí Rnor-r6 (por la unión de exones que la define), que difiere 
de la primera en la secuencia de la cola citoplasmática. Aunque las herramientas 
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de predicción de dominios no detectan la presencia de ningún dominio conservado 
en ninguna de las dos potenciales colas citoplasmáticas, sí presentan serinas 
potencialmente fosforilables, una en el caso de la variante canónica y cuatro en el caso 
de Rnor-R6 (Figura 4-29). Como en humano, los dominios característicos de ambas 
variantes son el péptido señal codificado en el exón 1, el dominio inmunoglobulina 
tipo V codificado en el exón 2 (con tres potenciales sitios de N-glicosilación) y un 
dominio transmembrana codificado en el exón 3, además de las colas citoplasmáticas 
ya mencionadas. En exón 3, 24 pb mayor que en humano, codifica además el cuello 
entre el dominio inmunoglobulina y el dominio transmembrana, que en esta especie 
es de 23 aa, ocho más que en humano.
4.2.4 Mus musculus
Pese a la descripción del gen Mmus-ncr3 como un pseudogen en diferentes cepas 
de ratón (Hollyoake et al., 2005), en la bibliografía se pueden encontrar referencias 
sobre la detección de transcritos procedentes de este gen (Sivakamasundari et al., 
2000). Por ello, se decidió re-analizar la posible expresión de este gen mediante 
PCR anidada y RNA-seq. No se detectó ningún mensajero procedente de este 
gen mediante PCR anidada en los tejidos disponibles (Tabla 3-3 en materiales y 
métodos), lo que confirma su condición de pseudogen. Sin embargo, en el resultado 
del análisis de los datos disponibles de RNA-seq en esta especie (Tabla S2) se puede 
detectar el alineamiento de lecturas en la región en la que se localiza en gen, lo que 
podría deberse a niveles de transcripción residuales. Además, se pueden detectar 
dos uniones de exones, con un bajo número de lecturas (en bazo y pulmón), que 
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Figura 4-30 Análisis del AS del gen Mmus-ncr3 mediante RNA-seq. En el panel de la izquierda se representan 
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se corresponden con la unión de los exones 1-2, y 2-3, cuyo origen podría ser dicha 
transcripción residual (Figura 4-30 y Tabla S3). Por lo tanto, se puede concluir que 
el gen Mmus-ncr3 es un pseudogen que sin embargo, presenta ciertos niveles de 
transcripción residual. 
4.2.5 Bos taurus
El análisis de las variantes de splicing mediante PCR anidada en vaca permitió 
identificar siete mensajeros diferentes (Figura 4-31). El mensajero Btau-c, equivalente 
a la variante C humana, se expresa en todos los tejidos analizados. También se 
puede observar expresión en todos los tejidos excepto en pulmón de la variante no 
codificante Btau-nc3, no descrita en esta especie y similar a la humana NC3 (Figura 
4-31). Además de estas variantes conservadas con humano, se han detectado cinco 
nuevas variantes (Figura 4-31). La variante Btau-1, detectada en todos los tejidos, 
y formada por los exones 1, 2 y 4, mantiene la fase de lectura hasta el codón de 
terminación descrito en el exón 4 (posición +47). Los otros cuatro mensajeros (Btau-
2, Btau-3, Btau-4 y Btau-5), de tipo no codificante, presentan eventos de splicing 
alternativo que provocan la deleción total (Btau-5) o parcial (Btau-2, Btau-3 y Btau-4) 
del exón 2 y por lo tanto, las potenciales proteínas codificadas carecerían del dominio 
inmunoglobulina característico de este receptor (Figura 4-31). En las variantes Btau-
2, Btau-3 y Baut-5 la fase de lectura se mantiene, sin embargo, se han considerado 
no codificantes por las grandes deleciones que presentan. En la variante Btau-4, 
sin embargo, el splicing interno sufrido en el exón 2 provoca un cambio de fase que 
genera la aparición de un codón de terminación de la traducción prematuro al principio 
del exón 3 (Figura 4-31). La expresión de estas variantes presenta especificidad de 
tejido, observándose expresión de Btau-2 sólo en corazón, Btau-3 y Btau-4  en riñón 
e hígado y Btau-5 en riñón y pulmón (Figura 4-31). 
Mediante el análisis de las secuencias disponibles procedentes de experimentos de 
RNA-seq en esta especie (Table S2) se detecta mayoritariamente las uniones de 
exones que caracterizan la variante Btau-c (uniones de exones H1, H3 y H4 en Figura 
4-32). No se detectaron las uniones de exones que definen las nuevas variantes 
observadas mediante PCR anidada (uniones de exones H7 y B1-B5), ni siquiera, la 
unión de exones H7, característica de la variante no codificante Btau-nc3 conservada 
en otras especies (Figura 4-32). Por otro lado, detectamos varias uniones de exones 
de tipo neutra localizadas en la región anterior al exón 1. En el apartado anterior, se 
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Figura 4-31 Análisis del AS del gen Btau-ncr3 mediante PCR anidada. En la parte superior se 
muestra un gel representativo de la amplificación en los tejido disponibles. En la parte inferior 
se representan la estructura de los mensajeros identificados. 
detalló la existencia en las bases de datos de dos mensajeros (Btau-c1 y Btau-c2), 
cuya traducción produciría la isoforma Btau-c, aunque presentan diferencias en 
los exones iniciales (Figura 4-13, en apartado anterior). Mediante el análisis de las 
secuencias de RNA-seq se detectan las uniones de exones características de ambos 
mensajeros: la unión de exones B6 en el caso de Btau-c2 y las uniones de exones 
B10 y B12 en el caso de Btau-c1 (Figura 4-32). Los niveles de expresión detectados 
de la unión de exones B6, similares a los detectados de las uniones de exones H1, H3 
y H4, sugiere que ésta es una unión de exones mayoritaria, es decir, que la variante 
Btau-c2 puede considerarse como la variante canónica en esta especie (Figura 4-32). 
-144-
Alberto Rastrojo Lastras
Bazo
Cerebro
Corazón
Hígado
Pulmón
Riñón
Bo
s t
au
ru
s
H
1
H
3
H
4
H
7 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B1
0
B1
1
B1
2
B1
3
Uniones de exones
E2
E3
E1
E4
I
A
IF
1
-1
-2
-3
-4
Lecturas en uniones de exones por millón de lecturas alineadas
Bazo
Cerebro
Corazón
Hígado
Pulmón
Riñón
Co
di
c
an
te
s
N
o 
co
di
c
an
te
s
N
eu
tr
as
U
ni
on
es
 d
e 
ex
on
es
:  
D
et
ec
ci
ón
Ex
pr
es
ió
n 
G
lo
ba
l (
RP
KM
)
RN
A
-s
eq
PC
R 
an
id
ad
a
Fi
gu
ra
 4
-3
2 
A
ná
lis
is
 d
el
 A
S
 d
el
 g
en
 B
ta
u-
nc
r3
 m
ed
ia
nt
e 
R
N
A
-s
eq
. 
E
n 
el
 p
an
el
 d
e 
la
 i
zq
ui
er
da
 s
e 
re
pr
es
en
ta
n 
es
qu
em
át
ic
am
en
te
 l
as
 u
ni
on
es
 d
e 
ex
on
es
 
de
te
ct
ad
as
 m
ed
ia
nt
e 
po
r P
C
R
 a
ni
da
da
 y
 R
N
A
-s
eq
. E
n 
el
 p
an
el
 c
en
tra
l s
e 
m
ue
st
ra
 u
n 
re
su
m
en
 d
e 
la
 in
fo
rm
ac
ió
n 
ob
te
ni
da
 m
ed
ia
nt
e 
P
C
R
 a
ni
da
da
 y
 e
n 
el
 p
an
el
 
de
 la
 d
er
ec
ha
 s
e 
m
ue
st
ra
n 
la
s 
un
io
ne
s 
de
 e
xo
ne
s 
de
te
ct
ad
as
 e
n 
la
s 
se
cu
en
ci
as
 d
e 
R
N
A
-s
eq
 d
is
po
ni
bl
es
 (T
ab
la
 S
2)
 m
ed
id
as
 c
om
o 
le
ct
ur
as
 a
lin
ea
da
s 
en
 c
ad
a 
un
ió
n 
de
 e
xo
ne
s 
no
rm
al
iz
ad
as
 p
or
 e
l n
úm
er
o 
ta
l d
e 
le
ct
ur
as
 a
lin
ea
da
s.
-145-
Resultados
R
es
ul
ta
do
s
Además de estas uniones de exones ya descritas, se pueden observar la presencia 
de cinco nuevas uniones de exones neutras (Figura 4-32). Las uniones de exones 
B7 y B8 permiten definir un nuevo exón, denominado aquí exón -2, enlazando la 
primera con el exón denominado -1 (la primera mitad del exón 1, en referencia a 
humano), aunque sólo incorporaría una parte de éste. La segunda, unión de exones 
B8, une este nuevo exón -2 con el exón 1 (Figura 4-32). Las uniones de exones B11 
y B13, podrían definir también dos nuevos exones, unidos ambos con el exón -3 
(Figura 4-32), estando el primero en el intrón entre los exones -4 y -3, y el segundo 
siendo una versión alternativa del exón -4, utilizando un sitio donador alternativo 
anterior al descrito (Figura 4-32). Ninguna de estas uniones de exones neutras (B6-
B13) modifican la secuencia codificante ni ninguna combinación de éstas. Además 
los bajos niveles de expresión detectados para las uniones de exones B7-B13 indica 
que los mensajeros que porten dichas uniones serán de expresión minoritaria, no 
siendo así en el caso de la unión de exones B6, que parece ser constitutiva dado sus 
niveles de expresión, similares a los de las uniones de exones canónicas (H1, H3 y 
Figura 4-33 Potenciales isoformas codificantes del gen Btau-ncr3. En la parte 
superior se indican los posibles dominios codificados en los diferentes exones. 
En la parte inferior se representa de manera esquemática la configuración 
estructural de las posibles isoformas proteínas generadas mediante AS. 
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H4). De manera global se pueden apreciar que los mayores niveles de expresión del 
gen Btau-ncr3 se detectan en bazo y pulmón, sin embargo, los niveles de expresión 
en el resto de tejidos es superior al detectado en otras especies, por lo que se deduce 
que la expresión del gen es más ubicua en esta especie (Figura 4-32). 
Las isoformas proteicas potenciales, dado los resultados obtenidos, son dos: la 
isoforma Btau-c y una nueva isoforma denominada aquí Btau-1 (Figura 4-33). 
Ambas comparten el péptido señal codificado en el exón 1, así como el dominio 
inmunoglobulina tipo V, que presente tres sitios de N-glicosilación conservados en las 
mismas posiciones relativas que en humano, y la cola citoplasmática codificada en el 
exón 4, de tan sólo 15 aa, que conserva la serina potencialmente fosforilable presente 
en humano, aunque no es reconocida como tal por los programas de predicción. La 
isoforma Btau-c, como en humano, además presenta un dominio transmembrana 
codificado en el exón 3, junto con un cuello de 15 aa que separa el dominio 
inmunoglobulina del domino transmembrana (Figura 4-33). Por lo tanto, la función 
potencial de esta isoforma, al igual que en humano, se desarrollará en la membrana 
plasmática. Por otro lado, la isoforma Btau-1 carece de dominio transmembrana, por 
la exclusión del exón 3, y por lo tanto, podría tratarse de una isoforma soluble del 
receptor (Figura 4-33). 
4.2.6 Sus scrofa
En el apartado anterior se manifestó la posibilidad de que el gen Sscro-ncr3 fuese un 
pseudogen por la presencia de tres codones prematuros de terminación de la traducción 
en el exón 2 (Figura 4-14). Pese a esto y desconociendo la existencia del mensajero 
Sscro-7, anotado recientemente, se decidió analizar mediante PCR anidada la 
transcripción potencial del gen Sscro-ncr3 en diferentes tejidos. Sorprendentemente, 
se pudieron amplificar y secuenciar diez transcritos diferentes (Figura 4-34). Lo más 
interesante al analizar la secuencia de estos transcritos detectados es que la mayoría 
evita la región del exón 2 donde se localizan los codones prematuros de terminación 
gracias a eventos de splicing alternativo, excepto el mensajero Sscro-8 (Figura 4-34). 
Además, todos presentan la retención del intrón 3, entre el exón 3 y el exón 4 (Figura 
4-34). Los mensajeros Sscro-1, Sscro-2 y Sscro-9 presentan el mismo evento de 
splicing en el interior del exón 2, dividiendo éste en dos fragmentos de 120 pb y 62 
pb, sin que la unión de éstos restaure la fase de lectura homóloga a la detectada 
en otras especies. Estos tres mensajeros presentan además diferentes eventos de 
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Figura 4-34 Análisis del AS del gen Sscro-ncr3 mediante PCR anidada. En la parte superior 
se muestra un gel representativo de la amplificación en los tejido disponibles. En la parte 
inferior se representan la estructura de los mensajeros identificados. 
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Figura 4-35 Análisis del AS del gen Sscro-ncr3 mediante RNA-seq. En el panel de la izquierda se representan 
esquemáticamente las uniones de exones detectadas mediante por PCR anidada y RNA-seq. En el panel central 
se muestra un resumen de la información obtenida mediante PCR anidada y en el panel de la derecha se muestran 
las uniones de exones detectadas en las secuencias de RNA-seq disponibles (Tabla S2) medidas como lecturas 
alineadas en cada unión de exones normalizadas por el número tal de lecturas alineadas.
splicing entre el exón 2 y el exón 3, que aparece unido al exón 4 por la retención de 
intrón 3 (Figura 4-34). El mensajero Sscro-1 presenta el exón 3 completo, mientras 
que los mensajeros Sscro-2 y Sscro-9 sólo conservan fragmentos de éste de 63 pb 
y 27 pb, respectivamente. En los transcritos Sscro-1 y Sscro-2 se observan codones 
de terminación en exón 3 en la misma posición para ambos, y en la variante Sscro-9 
la secuencia codificante se prolonga hasta un codón de terminación presente en la 
posición +70 del exón 4 (Figura 4-34). Los mensajeros Sscro-3, Sscro-4, Sscro-5, 
Sscro-6 y Sscro-7 presentan un evento de splicing interno del exón 2 común entre 
ellos y diferente del anterior. En éstos el exón 2 queda divido en dos fragmentos de 
151 pb y 62 pb, siendo el sitio 5’ donador el detectado en otras especies, desplazado 
un nucleótido por la deleción en la posición +68 de este exón, y el sitio aceptor 
el mismo utilizado en los mensajeros Sscro-1, Sscro-2 y Sscro-9 (Figura 4-34). La 
unión de estos dos fragmentos restaura la fase de lectura en el segundo fragmento 
del exón 2 y en el exón 3, recuperando la homología con la secuencia codificante de 
otras especies. Como los primeros mensajeros, éstos también presentan diversos 
eventos de splicing entre el exón 2 y 3 portando fragmentos de diferentes tamaños 
de este último o el exón 3 completo en el caso del mensajero Sscro-7. Las variantes 
Sscro-3, Sscro-4 y Sscro-5 presentan fragmentos de 63, 27 y 7 pb del exón 3, 
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respectivamente, y en todos los casos la potencial traducción de los mensajeros 
acabaría en un codón de terminación al inicio del intrón 3 retenido (Figura 4-34). El 
mensajero Sscro-6 presenta además la retención del intrón 2, entre los exones 2 y 3, 
terminando la traducción hipotética en dicho intrón retenido. El mensajero Sscro-7, 
descrito en las bases de datos, presenta el exón 3 completo, cuya fase de lectura 
ha sido restaurada por el splicing interno del exón 2, que también afectaría al exón 4 
de no ser por la retención del intrón 3, donde observamos la presencia de un codón 
de parada de la traducción en las misma posición que en las variantes Sscro-3, 
Sscro-4 y Sscro-5 (Figura 4-34). Los transcritos Sscro-8 y Sscro-10 presentan otros 
eventos de splicing en el exón 2. En el primero (Sscro-8) el exón 2 queda también 
divido en dos fragmentos, de 120 pb como en los primeros mensajeros y de 118 pb 
generado por el uso de un sitio 3’ aceptor localizado en la misma posición relativa que 
el observado en otras especies. Este evento de splicing del exón 2 no elimina dos 
de los tres codones de terminación detectados en la secuencia genómica por lo que 
la traducción potencial acabaría en el primero de ellos (Figura 4-34). El mensajero 
Sscro-8 presenta 63 pb del exón 3, así como el exón 4 y el intrón entre éstos. 
Finalmente, el mensajero Sscro-10, presenta sólo una mitad del exón 2, de 151 pb 
como en los mensajeros Sscro-3, Sscro-4, Sscro-5, Sscro-6 y Sscro-7, además porta 
sólo 7 pb del exón 3, junto al exón 4 y el intrón 3 retenido (Figura 4-34). La fase de 
lectura de este mensajero se extiende hasta el codón de terminación detectado en la 
posición +70 del exón 4, similar a lo observado en el transcrito Sscro-9 (Figura 4-34). 
La disponibilidad de secuencias procedentes de experimentos de RNA-seq en esta 
especie son limitados encontrando muestras de tejidos menos habituales (Tabla S2). 
El análisis de estos datos sólo permitió la identificación de una unión de exones, la 
unión de exones S2 característica de las variantes Sscro-3, Sscro-4, Sscro-5, Sscro-6 
y Sscro-7 (Figura 4-35). Sólo detectamos esta unión de exones en tejido endometrial, 
donde pudimos observar otra unión de exones en el alineamiento (no mostrado) que 
unía los exones 1 y 2, es decir, la unión de exones H1, pero fué descartada por 
los programas de alineamiento por presentar sólo cuatro nucleótidos en el exón 1, 
siendo el mínimo permitido de ocho nucleótidos.
Las potenciales proteínas codificadas por las variantes de splicing detectadas son 
muy diferentes a las observadas en otras especies, y no codifican NCR3 ni ninguna 
proteína parecida. Todas, excepto el mensajero Sscro-8, son potencialmente 
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codificantes, sin embargo el cambio de fase ocasionado por la deleción de una citosina 
en la posición +68 del exón 2 modifica por completo la secuencia codificada desde 
este punto, no detectándose conservación de la secuencia con ninguna especie. 
Sólo los mensajeros que portan la unión de exones S2, es decir, los mensajeros 
Sscro-3, Sscro-4, Sscro-5, Sscro-6 y Sscro-7, presentan la restauración de la fase de 
lectura en la segunda parte del exón 2 y el exón 3 o parte de éste. Esta restauración 
de la traducción afectaría también al exón 4, encontrando un codón de terminación 
en fase en la posición +47, similar a lo descrito en vaca, de no ser por la retención 
del intrón 3 que provoca la aparición de un codón de terminación en éste. En el exón 
1, como en el resto de las especies analizadas, está codificado en péptido señal. Sin 
embargo, pese a la restauración parcial de la fase de lectura del exón 2, y la correcta 
traducción de las primeras 67 pb iniciales del exón 2, las dos cisteínas fundamentales 
para el plegamiento de un dominio inmunoglobulina se pierden, la primera por el 
cambio de fase en la posición +68 y el segundo debido a la unión de exones S2, que 
excluye la secuencia donde se codificaría la cisteína, y  por lo tanto, los programas de 
predicción no detectan homología alguna que permita inferir dominios estructurales 
en el exón 2. Los mensajeros Sscro-3 y Sscro-7, que presentan 63 pb del exón 3 y 
el exón completo respectivamente, podrían presentar un dominio transmembrana 
completo, gracias a la restauración de la fase de lectura (Figura 4-34). 
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43 Análisis de las variantes de splicing del gen NCR3 en sangre de diferentes 
primates
Gracias a una colaboración con el Zoo-Aquarium de Madrid se dispuso de muestras 
de sangre de diferentes primates (Tabla S1). Asimismo, la colaboración del Banco de 
Donantes del Hospital Universitario la Paz de Madrid permitió disponer de muestras 
de sangre de donantes sanos para realizar comparativas con humanos. Tanto las 
muestras humanas como las de los diferentes primates fueron procesadas siguiendo 
en mismo procedimiento para la obtención de RNA y DNA genómico (ver materiales 
y métodos). La metodología general utilizada para el análisis de las variantes de 
splicing del gen NCR3 en las muestras de sangre de primates es básicamente la 
misma que en el apartado anterior; PCR anidada y análisis de secuencias de RNA-
seq disponibles. Sin embargo, el diseño de los cebadores necesarios para las PCR 
anidadas no fue específico para cada especie, sino que se diseñaron cebadores 
comunes para todas las especies incluidas en este apartado (Figura 4-36). Para el 
diseño de estos cebadores se alinearon las secuencias de los exones 1, 4I, 4II y 4III 
de los primates disponibles en las bases de datos, así como las secuencias obtenidas 
en este trabajo (ver apartado 4.1). El uso de los cebadores comunes para todas las 
especies reduce el riesgo de introducir sesgos en las amplificaciones de modo que la 
comparación sea más fiel (Figura 4-36).
4.3.1 Análisis de las variantes de splicing mediante PCR anidada
En Homo sapiens ya se analizó la expresión del gen NCR3 en muestras de sangre 
(PBMCs) comercial donde se detectaron las nueve variantes canónicas (ver 
apartado 4.2). Sin embargo, para realizar una comparación adecuada repetimos este 
análisis en muestras de sangre procesadas en el laboratorio siguiendo el mismo 
procedimiento que en el caso de las muestras de primates. De nuevo se amplificaron 
y secuenciaron los nueve transcritos canónicos y como en el análisis anterior no se 
detectaron nuevas variantes (Figura 4.37).
En Gorilla gorilla se detectó expresión de ocho transcritos diferentes (Figura 4-37), 
siendo siete equivalentes a las variantes humanas A, C, E, F, NC1, NC2 y NC3 
(Ggor-a, Ggor-c, Ggor-e, Ggor-f, Ggor-nc1, Ggor-nc2 y Ggor-nc3 respectivamente). 
Además, se amplificó una nueva variante, denominada aquí Ggor-1, de tipo no 
codificante, que está compuesta por los exones 1, 3 y 4III, además de un pequeño 
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fragmento del exón 2 (77 pb) debido al uso de un sitio 5’ donador alternativo (Figura 
4-37). El uso de este sitio alternativo, diferente del descrito en humano, provoca un 
cambio en la fase de lectura, y aunque no aparece un codón de terminación hasta el 
principio del exón 4III, la exclusión de una gran parte del exón 2 evitaría el correcto 
plegamiento del dominio inmunoglobulina característico de este gen, por lo que se 
ha considerado como un mensajero no codificante. No se detectó expresión de 
variantes potencialmente codificantes que portasen el exón 4II, es decir, las variantes 
equivalentes a las humanas B y D (Figura 4.37).
En las muestras de Pongo pygmaeus si se detectó expresión de las variantes 
homólogas a las humanas B y D (Ppyg-b y Ppyg-d respectivamente, Figura 4-37), 
además de las variantes Ppyg-c y Ppyg-nc1, similares a las variantes C y NC1 
descritas en humano, siendo esta última de tipo no codificante (Figura 4-37). Además, 
se amplificaron dos nuevas variantes consideradas no codificantes; Ppyg-1 y Ppyg-2 
(Figura 4-37). La primera muestra un exón 2 reducido en su extremo 3’ por el uso de 
un sitio donador alternativo en la misma posición relativa que el detscrito en humano 
característico de la variante no codificante NC6, descrita por homología en las bases 
de datos, y siendo detectada la unión de exones en este estudio mediante el análisis 
de secuencias de RNA-seq. Al igual que en la variante NC6, el uso de este sitio 
donador provoca la aparición de un codón prematuro de terminación de la traducción 
al inicio del exón 3 (Figura 4-37). Sin embargo, a diferencia de la variante humana, en 
esta especie el exón final incluido es el 4II en lugar del 4I (Figura 4-37). El transcrito 
Ppyg-2 sólo presenta un pequeño fragmento de 88 pb del extremo 5’ del exón 2, 
y tan sólo 47 pb del extremo 3’ del exón 3, además del exón 4III completo (Figura 
4-37). Este evento de splicing mantiene la fase de lectura canónica, de modo que la 
traducción hipotética de este mensajero utilizaría el codón de terminación descrito en 
el exón 4III, sin embargo, la deleción de una parte muy considerable del exón 2 no 
permitiría el correcto plegamiento de la proteína y por lo tanto se ha considerado no 
codificante (Figura 4-37). Curiosamente en esta especie, al contrario que en Gorilla 
gorilla, no se expresan variantes codificantes que porten el exón 4III (Figura 4-37).
La amplificación en las muestras de Colobus guereza permitió identificar cuatro 
mensajeros diferentes. Dos de ellos, Cgue-c y Cgue-nc3, presentan la misma 
composición exónica que la variante codificante C y la no codificante NC3 detectadas 
en humano respectivamente (Figura 4-37). Además, se detectaron dos nuevas 
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variantes de tipo no codificante; Cgue-1 y Cgue-2. La primera de ellas muestra la 
misma composición exónica que la variante Mmul-1 detectada en el apartado anterior 
en Macaca mulatta. La segunda, a diferencia de la primera que porta el exón 4I, 
presenta el exón 4III, siendo ésta la única variante detectada en la que se incluya este 
exón (Figura 4-37). Ambas variantes no codificantes, Cgue-1 y Cgue-2, comparte con 
el mensajero Mmul-1 el mismo evento de splicing que utiliza el sitio donador interno 
del exón 2 en la posición +152, conservado en humano y otros primates, y el sitio 
canónico aceptor del exón 3 (Figura 4-37). lll
En Papio cynocephalus  sólo detectamos variantes que portan el exón 4I (Figura 
4-37). Tres de los cuatro mensajeros amplificados son homólogos a las variantes C, F 
y NC3 humanas (Pcyn-c, Pcyn-f y Pcyn-nc3 respectivamente). También detectamos 
expresión de una nueva variante no codificante, Pcyn-1, similar a los mensajeros 
Mmul-1 y Cgue-1 detectados en Macaca mulatta y Colobus guereza (Figura 4-37). 
El resultado en Macaca fascicularis permitió detectar la expresión de siete 
mensajeros diferentes (Figura 4-37). Tres de ellos, portadores del exón 4I, siendo 
dos estructuralmente equivalentes a las variantes humanas C y NC3 (Mfas-c Mfas-
nc3 respectivamente). El tercero, Mfas-1, presenta la misma estructura exónica 
que las variantes Mmul-1, Cgue-1 y Pcyn-1, y como éstos se trata de un mensajero 
no codificante (Figura 4-37). Utilizando los cebadores diseñados para amplificar 
las variantes que portasen los exones 4II o 4III se detectó la expresión de cuatro 
mensajeros, Mfas-2, Mfas-3, Mfas-4 y Mfas-5 (Figura 4-37). Todos ellos presentan 
los exones 3, 4I y 4II (incluyendo al exón 4III), además de la retención del intrón 
entre el exón 4I y 4II (Figura 4-37), lo que sugiere que se trata de pre-mensajeros 
inmaduros. En mensajero Mfas-2  presenta además un nuevo exón localizado en 
el interior del intrón 1, similar a lo observado en la variante Rnor-1 detectada en 
Rattus norvegicus (ver Figura 4.27 en apartado 4.2), aunque no existe homología en 
la secuencia entre estos nuevos exones en las dos especies. La presencia de este 
nuevo exón provoca la aparición de un codón de terminación en éste de manera que 
el transcrito es considerado no codificante o inmaduro. El mensajero Mfas-3 podría 
tratarse de un versión alternativa o inmadura de la variante Mfas-c, puesto que la 
secuencia codificante es la misma que en ésta, pese a presentar el exón 4II y la 
retención del intrón mencionada arriba (Figura 4-37). Los mensajero Mfas-4 y Mfas-5, 
ambos no codificantes, sólo muestran la mitad 3’ del exón 2, similar a lo observado en 
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Figura 4-37 Representación de la estructura de los mensajeros identificados mediante PCR anidada en las 
muestras de sangre disponibles de las especies de primates (Tabla S1).
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Figura 4-37 continuación Representación de la estructura de los mensajeros identificados mediante PCR 
anidada en las muestras de sangre disponibles de las especies de primates (Tabla S1).
el mensajero Mfas-nc3 y en los homólogos de otras especies. Además, el mensajero 
Mfas-4 presenta la retención del intrón 2, lo que sugiere que podrían tratarse de 
mensajeros inmaduros (Figura 4-37). 
Finalmente, en Cebus apella, se detectaron tres mensajeros formados con el  exón 
4I y ninguno que portase los exones 4II o 4III (Figura 4-37). Se detectó la variante 
canónica, Cape-c, y la variante no codificante Cape-1 estructuralmente similar a las 
variantes Mmul-1, Cgue-1, Ppyg-1 y Mfas-1. Además, se detectó una nueva variante 
potencialmente codificante, Cape-2, que presente los mismos exones que la variante 
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Cape-c  además de la retención del intrón 2 (Figura 4-37). La retención del intrón 
genera un cambio en la fase de lectura, que no provoca la aparición de codones 
prematuros de terminación, sino que prolonga la secuencia codificante más allá de 
la posición del codón de parada canónico detectado en el exón 4I. Aunque podría 
tratarse de un pre-mensajero, la traducción hipotética de este mensajero produciría 
una versión soluble del receptor, debido al cambio de fase generado (Figura 4-37). 
4.3.2 Análisis de las variantes de splicing mediante RNA-seq
Las secuencias procedente de experimentos de RNA-seq disponibles en las bases de 
datos de los diferentes primates incluidos en este trabajo son muy limitados (Tabla S2). 
Sólo se han realizado experimentos de RNA-seq en muestras procedentes de Gorilla 
gorilla y Pongo pygmaeus, aunque de este último no existe un genoma de referencia, 
por lo que se utilizó el genoma de su pariente Pongo abelli para el alineamiento (ver 
materiales y métodos). La disponibilidad de datos de RNA-seq en Pan troglodytes 
es ligeramente superior a la de estas dos especies, y se decidió su inclusión en este 
estudio pese a no disponer de muestras de sangre en las que analizar la expresión del 
gen NCR3 mediante PCR anidada. Además, en Papio anubis, especie emparentada 
estrechamente con Papio cynocephalus, se encontraron algunas secuencias de 
experimentos de RNA-seq, por lo que también se incluyó en este apartado. El análisis 
de las uniones de exones detectadas en humano, descrita en el apartado anterior, se 
muestra en la Figura 4.38 como referencia para la comparación con los resultados 
obtenidos en el análisis de los distintos primates.
El análisis de las secuencias de RNA-seq procedentes de Pan troglodytes  permitió 
detectar la expresión de las uniones de exones H1, H3, H5 y H6 (Figura 4-38 y Tabla 
S3), características de las variantes Ptro-a y Ptro-b, homólogas de las humanas A y 
B respectivamente, lo que permite confirmar las predicciones de las bases de datos 
realizadas en esta especie. Resulta llamativo no observar la expresión de la unión 
H4, característica de la variante canónica C detectada en todas las especies aquí 
analizadas. Asimismo, tampoco se detectó expresión de la unión de exones H2 en 
esta especie, que en humano permite definir las variantes D, E y F (Figura 4-38).
En Gorilla gorilla se detectaron las uniones de exones H1, H3 y H6 (Figura 4-38 y 
Tabla S3), que permiten definir la variante Ggor-a, detectada mediante PCR en este 
estudio. No se detectó, en los datos disponibles, expresión de las uniones de exones 
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Figura 4-38 Análisis del AS del gen NCR3 mediante RNA-seq en primates. En el panel de la izquierda se 
representan esquemáticamente las uniones de exones detectadas mediante por PCR anidada y RNA-seq. La 
detección de cada una de ellas se muestra en el panel de la derecha, indicando si se detectó por PCR o mediante 
análisis de secuencias de RNA-seq (Tabla S2). Se ha incluído la información de Macaca mulatta para poder 
facilitar la comparación. 
H2, H4, H5 ni de la nueva unión de exones P2 característica del mensajero Ggor-1, 
todas ellas detectadas mediante PCR (Figuras 4-37 y 4-38). 
El análisis de las secuencias disponibles de Pongo pygmaeus permitió confirmar 
la expresión de las uniones de exones H1, H2, H3 y H5 (Figura 4-38 y Tabla S3), 
confirmando la presencia de las variantes Ppyg-b y Ppyg-d detectadas mediante PCR. 
Se detectaron además tres uniones de exones, una equivalente a la unión neutra 
H17 detectada en las muestras de humano, y dos nuevas uniones denominadas P4 y 
P5 (Figura 4-38). Ambas nuevas uniones de exón muestran cierta similitud a la unión 
de exones B12 detectada en Bos taurus, que define el exón -4, próximo al gen Btau-
prr2ca y adyacente a una isla CpG (ver Figura 4-32 en apartado 4.2). Los extremos 
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5’ de las uniones de exones P4 y P5 se localizan en una posición equivalente a 
la descrita en vaca, cerca del gen Ppyg-prr2ca y una isla CpG, sin embargo, los 
extremos 3’ se localiza en el sitio aceptor canónico del exón 2 a diferencia de los 
observado en vaca (Figura 4-38). Estas uniones de exones, P4 y P5, excluyen al 
exón 1, sin que en el nuevo exón definido por éstas exista ningún ATG iniciador en 
fase, por lo que ambas uniones de exones son consideradas no codificantes. 
El resultado del análisis de las secuencias de Papio anubis, donde detectamos 
las uniones de exones H1, H3 y H4 (Figura 4-38 y Tabla S3), nos permite inferir 
la existencia en esta especie de la variante canónica Panu-c. Como en Papio 
cynocephalus, mediante PCR anidada, no detectamos mediante RNA-seq en Papio 
anubis ninguna unión de exones que confirme la expresión de los exones 4II ni 4III 
(Figura 4-38). Tampoco detectamos expresión en las secuencias de Papio anubis de 
las uniones de exones H7 ni P1, características de las variantes Pcyn-nc3 y Pcyn-
1 respectivamente, detectadas en Papio cynocephalus mediante PCR, y en otras 
especies de primates (Figura 4-37 y 4-38). 
4.3.3 Análisis de las potenciales isoformas proteicas
En humano, tanto por PCR anidada como a través del análisis de secuencias de 
RNA-seq, ha quedado sobradamente probado que existen seis potenciales variantes 
codificantes, descritas en detalle en el apartado anterior (Figura 4-23 y 4-39). En 
Pan troglodytes podemos deducir la existencia de dos variantes codificantes, Ptro-a 
y Ptro-b, que muestran las mismas características estructurales que las homólogas 
humanas A y B, respectivamente. Ambas isoformas muestran un cambio puntual en 
el segundo sitio de N-glicosilación (E/G respecto a humano) que no parece afectar a 
la predicción de dicha modificación post-traduccional (Figura 4-39 y 4.40). Además 
la isoformas Ptro-a muestra otro cambio puntual (H/Q) en la cola citoplasmática con 
respecto a humano, que tampoco afecta a la predicción del sitio SH3 detectado en 
esa región (Figura 4-39 y 4.40). 
Los resultados obtenidos en Gorilla gorilla  permiten definir cuatro potenciales 
isoformas proteicas; Ggor-a, Ggor-c, Ggor-e y Ggor-f (Figura 4-39). Pese a que 
existen dos cambios de aminoácido en la región transmembrana, una en la cola 
citoplasmática de las isoformas Ggor-a y Ggor-e, y otro en el dominio intracelular de 
las isoformas Ggor-c y Ggor-f  (Figura 4-40) los dominios y motivos estructurales son 
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Figura 4-39 Potenciales isoformas proteicas expresadas en cada primate. A la izquierda se muestra la 
divergencia evolutica de cada una de las especies con respecto a Homo sapiens. En la parte derecha se han 
representado esquemáticamente las isoformas potenciales expresadas en cada especie de primate. Se ha 
incluido a Macaca mulatta para facilitar la comparación. 
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los mismos que los descritos para las isoformas homólogas humanas. 
En Pongo pygmaeus detectamos tres potenciales isoformas proteicas; Ppyg-b, 
Ppyg-c y Ppyg-d (Figura 4-39). En esta especie sólo detectamos dos cambios 
puntuales con respecto a humano, en las colas citoplasmáticas (Figura 4-40). Sin 
embargo, detectamos una diferencia importante en cuanto a la longitud de la cola 
citoplasmática de la isoforma Ppyg-c, de tan sólo 15 aa, diez menos que en humano. 
Esto se debe al desplazamiento del codón de terminación hacia el 5’ del exón 
comentado en el apartado 4.1. Esta reducción elimina la secuencia adyacente a la 
serina potencialmente fosforilable detectada en humano, que pese a estar conservada 
no es reconocida por los programas de predicción (Figura 4-40). Asimismo, el sitio de 
unión de proteínas de la familia SH3 detectada en la cola citoplasmática homóloga 
humano no esta presente en esta especie por la reducción de secuencia de ésta 
(Figura 4-39 y 4-40). 
Sólo se puede inferir la existencia de una isoforma en Colobus guereza, la isoforma 
canonica Cgue-c (Figura 4-39). Aunque presenta algunos cambios puntuales, las 
características estructurales no difieren de la isoforma C humana, salvo por la cola 
citoplasmática, reducida en esta especie del mismo modo que en Pongo pygmaeus, 
de modo que no presenta el sitio de unión SH3 y la serina no parece ser fosforilable 
(Figura 4-40). 
En Papio cynocephalus, además de la isoforma canónica Pcyn-c, que muestra los 
mismos cambios estructurales que la isoforma Cgue-c y Ppyg-C, con la reducción de 
la cola citoplasmática, también podemos inferir la existencia de la isoforma Pcyn-f� 
Como la isoforma F humana, la predicción de dominios revela que la deleción de 25 
aa en el interior del dominio inmunoglobulina provoca en la configuración del dominio, 
pasando a ser de tipo C, en lugar de tipo V como en la variante canónica (Figura 
4-39). La variante canónica en este especie, Pcyn-c, presenta un cambio puntual 
con respecto a humano (N/S) perdiendo la potencial N-glicosilación en esa posición 
(Figura 4-40).
En Macaca fascicularis y Cebus apella solo se expresa la isoforma canónica, Mfas-c 
y Cape-c respectivamente (Figura 4-39). En ambas especies la reducción del tamaño 
de la cola citoplasmática es aún mayor que en Pongo pygmaeus, Colobus guereza 
o Papio cynocephalus. Respecto a humano el dominio intracelular en estas especies 
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Figura 4-40 Alineamiento de las secuencias de proteínas de las potenciales isoformas generadas mediante 
AS del gen NCR3 en las distintas especies de primates analizadas. En la parte superior del alineamiento se 
muestra la secuencia consenso en la que el tamaño de las letras (aa) representan la frecuencia de aparación 
en cada posición. Se indica los potenciales dominios estructurales en la parte superior, y los posibles motivos y 
modificación post-traduccionales en la parte inferior. Los aminoácidos resaltados en rojo representan cambios 
con respecto a las secuencias de las isoformas detectadas en humano. Se ha incluido a Macaca mulatta para 
facilitar la comparación.
es 14 aa menor, perdiendo el sitio potencial de unión de proteínas de la familia SH3 
y la serina fosforilable, que aunque está presente, es el último aminoácido de ambas 
isoformas (Figura 4-39 y 4-40). 
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44 Caracterización de las variantes de splicing del gen NCR3 en humano
El análisis detallado del AS del gen NCR3 demuestra la expresión de varios mensajeros 
en todas las especies analizadas, contribuyendo a la variabilidad transcriptómica, 
salvo en Mus musculus donde es un pseudogen. Entre las variantes detectadas 
destaca el alto número de mensajeros no codificantes expresados en todas las 
especies estudiadas. Sin embargo, la expresión de varios mensajeros potencialmente 
codificantes, principalmente en primates y en especial en Homo sapiens, que expresa 
seis potenciales variantes codificantes, revela que el AS ejerce un papel crucial en 
la generación de variabilidad proteómica. Este hecho pone de manifiesto que el AS 
podría tener importantes consecuencias en las funciones del gen NCR3 y por lo tanto, 
se hace necesaria la caracterización a nivel de proteína de dichas variantes. En este 
apartado se ha desarrollado una serie de experimentos para la caracterización de las 
principales variantes detectadas en humano que pueden ayudar a comprender las 
implicaciones funcionales que el AS puede tener sobre el gen NCR3.
4.4.1 Cuantificación de las variantes de splicing canónicas mediante PCR cuantitativa 
(qPCR)
El análisis de las variantes de splicing del NCR3 en diferentes tejidos humanos 
demuestra la expresión de nueves mensajeros diferentes, seis codificantes y tres 
no codificantes. Los resultados obtenidos del análisis de secuencias procedentes 
de experimentos de RNA-seq sugiere la posible existencia de otras variantes no 
codificantes minoritarias cuya estructura exónica completa es desconocida. Por 
ello, se decidió cuantificar, mediante qPCR, las variantes mayoritarias o canónicas 
en diversos tejidos adultos, fetales y tumorales, así como en líneas celulares. Se 
diseñaron cebadores específicos para cada variante, además de una pareja de 
cebadores que amplificase todas las variantes (Figura 3-2 y Tabla 3-7 en materiales 
y métodos). 
Los resultados confirman la información obtenida en el análisis de las secuencias 
de RNA-seq, siendo las variantes A, B y C mayoritarias en todos los tejidos donde 
se detecta expresión del gen NCR3 (Figura 4-41A). La mayor expresión del gen 
NCR3 se detecta en bazo adulto y en células NK (línea YT). También se detectaron 
niveles altos de expresión en tejido pulmonar procedente de un tumor, lo que llevó a 
establecer una colaboración con el Hospital Universitario Ramón y Cajal (Madrid) para 
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la exploración de esta potencial sobre-expresión. El resultado del análisis de varias 
muestras de tumores pulmonares no resultó concluyente, por lo que se atribuyó la 
aparente sobre-expresión a la mala calidad de la muestra original, que presentaba 
signos de degradación (no mostrado). Además de los tejidos señalados, se puede 
apreciar expresión del gen NCR3 en varias tejidos adultos, como sangre (PBMCs), 
hígado, pulmón y timo, y fetales como bazo y timo, aunque los niveles de expresión 
son relativamente bajos, aproximadamente cuatro veces inferior a los detectados en 
bazo adulto y en células NKs (Figura 4-41A). 
La variante C es mayoritaria en tejidos adultos como bazo, hígado y pulmón, seguida 
por las variante A y B (Figura 4-41A). Por otro lado, en bazo y timo fetales, en sangre 
adulta y en células NKs la variante mayoritaria es la A, seguida por los mensajeros 
B y C. El resto de variantes son minoritarias respecto de éstas,  sin embargo, se 
detectan niveles relativamente altos de expresión de la variante F en tejidos donde 
la expresión de la variante C es elevada, es decir, en bazo, hígado y pulmón adultos 
(Figura 4-41A).
Figura 4-41 Cuantificación de las nueve variantes canónicas del gen NCR3 humano. A) Cuantificación 
mediante qPCR de cada una de las variantes en los distintos tejidos y líneas celulas indicadas. B) 
Comparación de la cuantificación global de la expresión del gen NCR3 (cebadores comunes para todas 
las variantes) y el sumatorio de la cuantificación de las nueve variantes canónicas.
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El uso de qPCR absoluta (ver materiales y métodos) permite estimar la expresión 
global del gen NCR3  a través de la suma de la expresión de todos los mensajeros 
cuantificados. Esta estimación se corresponde fielmente con la cuantificación 
desarrollada mediante el uso de los cebadores comunes para todas las variantes 
(Figura 4-41B) lo que indica que las potenciales variantes, detectadas mediante 
RNA-seq, que porten las uniones de exones H9-H15 son muy minoritarias (ver Figura 
4-22). 
4.4.2 Sobre-expresión, dímeros, glicosilaciones y localización subcelular
Para la caracterización de las potenciales isoformas proteicas humanas se clonaron 
las secuencias codificantes de éstas en vectores de expresión, incluyendo en el 
extremo 5’ la secuencia codificante del péptido señal de la proteína CD33 seguida 
de la secuencia codificante del epítopo V5, de modo que éste quedara en el extremo 
N-terminal de las potenciales (construcciones pV5-NCR3 en materiales y métodos). 
El análisis, mediante Western Blot, de extractos de células HEK293T transfectadas 
transitoriamente con las construcciones antes mencionadas permitió la detección de 
la expresión de las seis potenciales isoformas (Figura 4-42A). El uso de condiciones 
no reductoras en el desarrollo del ensayo de Western Blot indicó que todas las 
isoformas presentan capacidad de dimerización, dado que el tamaño aparente 
en estas condiciones es aproximadamente el doble del detectado en condiciones 
reductoras (Figura 4-42A). 
Los pesos moleculares teóricos de las seis isoformas proteicas humanas, incluyendo 
el epítopo V5, son: A, 21.49 kDa; B, 19.13 kDa; C, 20.53 kDa; D, 16.29 kDa; E, 18.64 
kDa; F, 17.69 kDa. Sin embargo, los pesos moleculares observados mediante Western 
Blot en condiciones reductoras exceden considerablemente estos tamaños teóricos 
en todos los casos, sugiriendo la presencia de modificaciones post-traduccionales 
(Figura 4-42A). Por ello se procedió al análisis del estado de glicosilación de las 
distintas isoformas proteícas. Para ello se trataron extractos de células HEK293T, 
transfectadas con las distintas construcciones, con diferentes glicosidasas tras lo 
que fueron analizadas mediante Western Blot. El resultado demuestra que todas las 
isoformas sufren una fuerte N-glicosilación, que es responsable de la diferencia de 
peso molecular observada (Figura 4.-42B). Las isoformas A, B y C, presentan tres 
potenciales sitios de N-glicosilación, mientras que las isoformas D, E y F, carecen 
del segundo sitio que presentan las primeras. Sin embargo, la disminución del peso 
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Figura 4-42 Análisis de la expresión de las seis isoformas del gen NCR3. A) Análisis por Western 
Blot de la expresión de las isoformas humanas en células HEK293T, en condiciones reductoras 
(izquierda) o no reductoras (derecha). B) Estudio de la glicosilación de las seis isoformas sobre-
expresadas en células HEK293T. 
aparente observada en todas las isoformas tras el tratamiento con PNGase es similar, 
lo que podría indicar que el segundo sitio potencial de glicosilación presente en las 
isoformas A, B y C no está glicosilado o que la potencial glicosilación no es muy 
ramificada (Figura 4-42B). 
La localización subcelular de todas las isoformas se determinó mediante 
inmunofluorescencia de células COS-7 transfectadas transitoriamente con las 
construcciones pV5-NCR3. En todos los casos, las células transfectadas con cada 
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una de las variantes codificantes del gen NCR3 mostraron reactividad al marcaje con 
el anticuerpo anti-V5, tanto en condiciones permeabilizantes como en condiciones no 
permeabilizantes (Figura 4-43). Dado que el epítopo V5 se introdujo en el extremo 
N-terminal, podemos concluir que todas las isoformas humanas se localizan en la 
membrana plasmática con su extremo N-terminal hacia el exterior, y por tanto, se trata 
de receptores de membrana tipo I. Como control se utilizó un vector de expresión en 
el que se clonó la secuencia codificante de la variante C, etiquetada en el extremo 
C-terminal con los epítopos V5 y 6xHis (pNCR3C-V5His). Las células transfectadas 
con esta construcción no presentaron reactividad mediante inmunofluorescencia 
cuando se utilizaron condiciones no permeabilizantes. Sin embargo, en condiciones 
Figura 4-43 Estudio 
de la localización 
subcelular de las seis 
isoformas proteícas del 
gen NCR3. Se sobre-
expresaron las seis 
isoformas etiquetadas 
en su extermo 
N-terminal con el epítopo 
V5 en células COS7 y 
se detectó mediante 
inmunofluorescencia 
en condiciones 
permeabilizantes y 
no permeabilizantes. 
Como control se sobre-
expresó la isoforma C 
etiquetada con V5 y 
6xHis en su extremo 
C-termianal. 
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permeabilizantes se detectó reactividad intracelular en células transfectadas con 
la construcción control así como con las construcciones pV5-NCR3, mostrando 
un patrón reticular en todos los casos (Figura 4-43). Este patrón reticular es 
característico de proteínas de membrana dado que su traducción tiene lugar en el 
retículo endoplasmático, lugar donde además se produce la glicosilación que hemos 
podido comprobar que presentan todas las isoformas. 
4.4.3 Interacción de las diferentes isoformas proteicas con el ligando celular B7H6
Recientemente, durante el desarrollo de esta Tesis, se ha descrito la existencia de 
un ligando celular del receptor NKp30 (Brandt et al., 2009), refiriéndose con este 
nombre a las isoformas A, B o C del gen NCR3, es decir, aquellas que presenta 
un dominio IgV en su porción extracelular. La importancia de este ligando (B7H6), 
perteneciente a la familia de receptores B7, reside es su especificidad de expresión, 
ya que ésta se restringe a células tumorales. Esto permite su reconocimiento por las 
células NKs a través de NKp30 y por lo tanto, posibilitando la eliminación de estas 
células tumorales. Por ello hemos querido analizar la interacción entre las diferentes 
isoformas del gen NCR3 y el ligando celular B7H6. Puesto que las seis isoformas 
proteicas de NCR3 presentan sólo dos ectodominios diferentes, IgV en las isoformas 
A, B y C o IgC en las isoformas D, E y F, los ensayos se centraron en la interacción 
de éstos dos ectodominios con el ligando B7H6. 
Figura 4-44 Análisis de las proteínas 
recombinantes producidas en 
células de insecto. A) Análisis 
de la capacidad de dimerización 
mediante electroforesis en 
condiciones reductoras (BME+) y 
no reductoras (BME-). B) Estudio 
del estado de glicosilación de las 
proteínas recombinantes mediante 
electroforesis en condiciones 
reductoras tras el tratamiento con 
glicosidasas (Detección mediante 
tinción con azul de Coomassie y 
mediante western blot con anti-V5)
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Debido a la disponibilidad y sencillez de la metodología se escogió un sistema 
de producción de proteínas recombinantes basado en baculovirus. Se utilizó un 
vector derivado de pFastBac, en el que previamente se había clonado la secuencia 
codificante del péptido señal de la melitina y las secuencias codificantes de los 
epítopos V5 y 6xHis. En este vector se  clonaron las secuencias codificantes 
correspondientes con los ectodominios IgV (isoformas A, B y C) e IgC (isoformas D, E 
y F) entre la secuencia del péptido señal de la melitina y la secuencia de los epítopos. 
Las proteínas recombinantes obtenidas se denominaron  IgV e IgC respectivamente, 
refiriéndose al tipo de dominio extracelular. Como control se utilizó la proteína 
recombinante correspondiente al dominio extracelular de la proteína KHV_ORF_4 
(ver materiales y métodos), procedente del herpesvirus de carpa, disponible en el 
laboratorio, y producido del mismo modo que las anteriores. Por conveniencia se 
denominó KHV a esta proteína control. 
El análisis de las proteínas recombinantes producidas demostró que IgV e IgC 
formaban dímeros, mostrando el mismo comportamiento observado en células 
HEK293T (Figura 4-44A). También se comprobó el estado de glicosilación de éstas, 
observando que ambas presentan N-glicosilaciones, sin embargo, se pueden apreciar 
bandas de menor peso molecular lo que podría ser indicativo de una glicosilación 
parcial (Figura 4-44B). En lo que se refiere a la proteína control KHV, no forma 
dímeros y podría estar ligeramente glicosilada (Figura 4-44). 
Dado que se ha descrito que el ligando B7H6 se expresa en líneas celulares tumorales 
(Brandt et al., 2009), se analizó la unión de las proteínas recombinantes con varias 
líneas celulares mediante citometría de flujo (Figura 4-45). Las proteínas IgV e IgC 
se unieron a la superficie de las células HeLa, HEK293T y K562, mientras que la 
proteína control KHV no mostró ninguna interacción con éstas (Figura 4-45). Esta 
interacción podría responder a la expresión endógena del ligando B7H6 en estas 
líneas celulares. 
Por ello se procedió a la sobre-expresión del ligando B7H6, transfectando células 
HEK293T con un vector en el que se clonó la secuencia codificante del gen B7H6, 
incluyendo en su extremo 5’ la secuencia codificante del péptido señal de CD33 y 
del epítopo V5, de modo que la proteína producida quedara etiquetada en el extremo 
N-terminal (pV5-B7H6). Se comprobó la eficiencia de la transfección con este vector 
marcando las células transfectadas con el anticuerpo anti-V5 (Figura 4-46 A y C). 
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Figura 4-45 Análisis de la interacción de las proteínas recombinantes IgV e IgC con diferentes líneas celulas 
mediante citometría de flujo. En el panel de la izquierda se muestra la interacción de la proteína no relacionada 
KHV con cada una de las líneas celulas, histogramas vacíos (líneas negras). En el panel central se muestra 
la interacción de la proteína IgV con cada línea celular (histogramas azules) y en el de la derecha se muestra 
la interacción de la proteína IgC (histogramas verdes). Los histogramas grises representan la fluorescencia 
basal de las células marcadas con los anticuerpos indicados en la figura. Esta figura es representativa de al 
menos tres réplicas. 
Pese a la buena sobre-expresión, la interacción de las proteínas recombinantes IgV 
e IgC mostraron la misma interacción que la presentada con células transfectadas 
con un vector vacío (Figura 4-46B). Esto sugería una unión inespecífica de NCR3 a 
las líneas celulares o una falta de unión entre NCR3 y su ligando B7H6.
Al mismo tiempo que se desarrollaba este trabajo se publicó la estructura cristalográfica 
del dominio IgV de las isoformas A, B o C del gen NCR3 (Joyce et al., 2011) y el 
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Figura 4-46 Análisis de la interacción de 
las proteínas recombinantes IgV e IgC con 
células HEK293T que sobre-expresan el 
ligando B7H6: A) etiquetado en el extremo 
N-terminal (contrucción pV5-B7H6) o 
B) etiquetado en el extremo C-terminal 
(contrucción pB7H6-His). Los histogramas 
vacíos (líneas negras) se corresponden 
con la interacción de la proteína KHV, 
los histogramas azules con la interacción 
de la proteína IgV, los verdes con la 
proteína IgC y los histogramas grises 
representan la fluorescencia basal de las 
células transfectadas marcadas con los 
anticuerpos indicados en la figura. En el panel A se muestra además el marcaje con 
anti-V5 de las células transfectadas con la construcción pV5-B7H6 como control de la 
sobre-expresión C) Análisis por western blot de la sobre-expresión del ligando B7H6. 
Esta figura es representativa de al menos tres réplicas. 
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modelo de la interacción de éste con el dominio extracelular del ligando B7H6 (Li et 
al., 2011). En ambas publicaciones se sugiere un modelo de interacción del extremo 
N-terminal del ligando B7H6 y el extremo N-terminal del dominio IgV. La sobre-
expresión del ligando B7H6 etiquetado en su extremo N-terminal con el epítopo V5 
podría estar evitando la interacción con los dominio IgV e IgC. 
Para resolver la sospecha de la interferencia del epítopo V5 en la interacción de las 
isoformas de NCR3 y el ligando B7H6, se clonó este último en un vector de expresión 
incorporando la secuencia codificante del epítopo 6xHis en el extremo 3’, quedando 
éste en el extremo C-terminal de la proteína codificada (pB7H6-His). Sin embargo, 
y pese a la correcta sobre-expresión de la construcción pB7H6-His en las células 
HEK293T (Figura 4-46C), el resultado de la interacción de las proteínas IgV e IgC 
con estas células no mostró un incremento con respecto a la interacción con células 
Figura 4-47 Análisis de la interacción de las proteínas recombinantes IgV e IgC con células CHO-K1 y CHO-745 
Los histogramas vacíos (líneas negras) se corresponden con la interacción de la proteína KHV, los histogramas 
azules con la interacción de la proteína IgV, los verdes con la proteína IgC y los histogramas grises representan la 
fluorescencia basal de las células transfectadas marcadas con los anticuerpos indicados en la figura. En el panel 
A se muestra además el marcaje con anti-V5 de las células transfectadas con la construcción pV5-B7H6 como 
control de la sobre-expresión C) Análisis por western blot de la sobre-expresión del ligando B7H6. Esta figura es 
representativa de al menos tres réplicas. 
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transfectadas con el vector vacío pZCV (Figura 4-46B). Esto indicaba que el epítopo 
en el N terminal no era la causa de la falta de unión-especificidad.
La búsqueda de ligandos para el receptor NCR3, o concretamente al ectodominio 
IgV, durante años se ha centrado en los glucosaminoglicanos (GAGs), en especial 
en el heparan sulfato (HS), lo que produjo una intensa discusión en las publicaciones 
científicas (Bloushtain et al., 2004; Hecht et al., 2009; Hershkovitz et al., 2008; 
Porgador, 2005; Warren et al., 2005). Lejos de resolverse este problema, los resultados 
publicados indican que la presencia o ausencia de GAGs en la superficie celular tiene 
un papel importante en la interacción del receptor NCR3 (IgV) con la superficie de 
las células diana (Bloushtain et al., 2004; Hecht et al., 2009; Hershkovitz et al., 2008; 
Porgador, 2005; Warren et al., 2005). Por este motivo se decidió analizar la interacción 
de los dos posibles ectodominios del receptor NCR3 con la superficie de células 
CHO-K1 y CHO-745, siendo estas últimas deficientes en la producción de GAGs 
(Esko et al., 1985). Ambas proteínas recombinantes, IgV e IgC, interaccionaron con 
la superficie de las células CHO-K1 (Figura 4-47), sin embargo, no hubo interacción 
con la superficie de las células mutantes CHO-745 (Figura 4-47), lo que podría 
indicar que la interacción observada en células HeLa, HEK293T y K562 se debía a la 
presencia de GAGs y no a la interacción con el ligando B7H6 expresado de manera 
endógena en estas células (Brandt et al., 2009). 
El estado de glicosilación del receptor NCR3 (IgV) ha sido también materia de 
debate en el estudio de la interacción de éste con los GAGs de la superficie celular 
(Hershkovitz et al., 2008), deduciéndose que la correcta glicosilación es esencial 
para esta interacción y por lo tanto, el sistema elegido para la producción de los 
receptores recombinantes es crucial para su estudio. Recientemente, se ha publicado 
un trabajo en el que se estudia en detalle la interacción del receptor NCR3 (IgV), y 
mutantes de éste deficientes en los tres potenciales sitios de N-glicosilación, con el 
ligando celular B7H6 (Hartmann et al., 2012). La conclusión de este trabajo asegura 
que la glicosilación del receptor, esencialmente en el primer sitio de N-glicosilación, 
es fundamental para la interacción con el ligando B7H6. Por ello, se decidió cambiar 
el sistema de producción de las proteínas recombinantes a un sistema más próximo 
a la naturaleza del receptor, de células humanas concretamente células HEK293T, 
ya que la glicosilación en células de insecto se mostró deficiente. Para ello, se 
clonaron los dos potenciales ectodominios del receptor NCR3, IgV e IgC, en un 
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Figura 4-49 Análisis de la interacción de las proteínas recombinantes IgV-Fc, IgC-Fc y CTLA4-Fc con células 
CHO-K1 y CHO-745. Los histogramas azules con la interacción de la proteína IgV-Fc, los verdes con la proteína 
IgC-Fc, los morados con CTLA4-Fc y los histogramas grises representan la fluorescencia basal de las células 
transfectadas marcadas con los anticuerpos indicados en la figura. Esta figura es representativa de al menos tres 
réplicas. 
Figura 4-48 Análisis de las 
proteínas recombinantes 
producidas en células HEK293T. 
A) Análisis de la capacidad 
de dimerización mediante 
electroforesis en condiciones 
reductoras (BME+) y no 
reductoras (BME-). B) Estudio 
del estado de glicosilación de 
las proteínas recombinantes 
mediante electroforesis en 
condiciones reductoras tras el 
tratamiento con glicosidasas. Se 
muestra la tinción de los geles 
con azul de Coomassie así como 
la detección con anti-hIgG1-Fc 
mediante western blot. 
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vector de expresión donde previamente se había clonado la secuencia codificante del 
péptido señal de la proteína CD33 y la secuencia codificante del dominio constante 
de la inmunoglobulina humana (hIgG1-Fc). Estas construcciones se transfectaron 
transitoriamente en células HEK293T y las proteínas recombinantes fusionadas a 
hIgG1-Fc (IgV-Fc e IgC-Fc) se purificaron del sobrenadante utilizando columnas de 
proteína A (ver materiales y métodos). Como control se clonó y purificó del mismo 
modo la proteína recombinante correspondiente con el ectodominio del receptor 
CTLA4 fusionado a hIgG1-Fc (CTLA4-Fc). Las proteínas recombinantes producidas 
en células HEK293T mostraron capacidad de dimerización (Figura 4-48A) y el análisis 
de las glicosilación permitió comprobar la correcta glicosilación de las proteínas 
IgV-Fc, IgC-Fc y CTLA4-Fc (Figura 4-48B), no observándose bandas adicionales 
correspondientes con glicosilaciones parciales como las observadas en el caso de las 
proteínas recombinantes producidas en células de insecto (Figura 4-44B).  El análisis 
de la interacción de las proteínas sobre-expresadas en células HEK293T con las 
células CHO-K1 y CHO-745 no mostró ninguna interacción significativa (Figura 4-49). 
Sólo IgV-Fc presentó una ligera interacción con las células CHO-K1 con respecto a 
las células CHO-745 (Figura 4-49), demostrando que la correcta glicosilación de las 
proteínas recombinantes evita la interacción inespecífica de éstas con los GAGs de 
la superficie celular. 
Para el estudio de la interacción de estas nuevas proteínas recombinantes se 
transfectaron células HEK293T con la construcción pV5-B7H6. Como control del 
ensayo se utilizó la construcción pV5-B7.1, generada del mismo que la anterior pero 
que corresponde a la secuencia codificante del ligando de CTLA4. La proteína IgV-
Fc interaccionó con las células control con la misma intensidad que con las células 
transfectadas con las construcciones pV5-B7H6 o pV5-B7.1 (Figura 4-50). Sin 
embargo, la proteína IgC-Fc no mostró ninguna interacción, mientras que la proteína 
control sólo interaccionó con las células transfectadas con pV5-B7.1 (Figura 4-50).
Del mismo modo que en el ensayo de interacción con las proteínas producidas en 
células de insecto, este resultado podría deberse a la presencia del epítopo V5 en 
el extremo N-terminal del ligando B7H6, lo que no parece afectar a la interacción de 
CTLA4-Fc y V5-B7.1. Por ello, se transfectaron células HEK293T con la construcción 
pB7H6-His o con una construcción quimera del ligando B7H6 fusionado a GFP en su 
dominio intracelular, sin epítopos en el extremo N-terminal (pB7H6-GFP). La unión 
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Figura 4-50 Análisis de la interacción de las proteínas recombinantes IgV-Fc, IgC-Fc y CTLA4-FC con células 
HEK293T que sobre-expresan el ligando B7H6 o el ligando B7.1, ambos etiquetados en el extremo N-terminal. 
Los histogramas azules con la interacción de la proteína IgV-Fc, los verdes con la proteína IgC-Fc, los morados 
con CTLA4-Fc y los histogramas grises representan la fluorescencia basal de las células transfectadas marcadas 
con los anticuerpos indicados en la figura. Esta figura es representativa de al menos tres réplicas.
Figura 4-51 (Página siguiente) Análisis de la interacción de las proteínas recombinantes IgV-Fc, IgC-Fc y CTLA4-
FC con células HEK293T que sobre-expresan el ligando B7H6, etiquetado en el extremo N-terminal (pV5-B7H6) 
o en el C-terminal con el tag 6xHis (pB7H6-His) o fusionado con GFP en el extremo C-terminal (pB7H6-GFP). 
Los histogramas azules muestran la interacción de la proteína IgV-Fc, los verdes con la proteína IgC-Fc y los 
morados con CTLA4-Fc. Los histogramas grises representan la fluorescencia basal de las células transfectadas 
marcadas con los anticuerpos indicados en la figura. Los histogramas rojos (derecha) muestran el marcaje de las 
células transfectadas con la contrucción pV5-B7H6 con el anticuerpo anti-V5 o la expresión de GFP y B7H6-GFP 
como control de sobre-expresión. Esta figura es representativa de al menos tres réplicas.
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de la proteína IgV-Fc se vio incrementada cuando las células sobre-expresaron 
la construcción B7H6-His o B7H6-GFP (Figura 4-51). Sin embargo, como en el 
experimento anterior, la proteína IgC-Fc no mostró interacción con las células 
transfectadas con pV5-B7H6,  pB7H6-His o pB7H6-GFP, lo que sugiere que el ligando 
de las isoformas D, E y F no es B7H6. 
Para confirmar que las isoformas D, E y F, que comparten el ectodominio tipo IgC, 
no interacciona con el ligando B7H6, se sobre-expresaron en células HEK293T 
construcciones quimera de las isoformas A (IgV) y E (IgC) del receptor NCR3, así 
como de CTLA4, fusionados a GFP en su dominio intracelular, sin epítopos en el 
extremo N-terminal (pNCR3A-GFP, pNCR3E-GFP y pCTLA4-GFP respectivamente). 
Además, se utilizaron las proteínas purificadas recombinantes B7H6-Fc y B7.1-Fc, 
correspondientes a los ectodominios de los ligandos B7H6 y B7.1 respectivamente, 
fusionados a hIgG1-Fc, producidas en células HEK293T (Figura 4-52). La proteína 
recombiante B7.1-Fc mostró una fuerte interacción con las células que sobre-
expresaron el receptor CTLA4-GFP, no detectándose interacción con otras células. 
Finalmente, la proteína B7H6-Fc mostró una ligera interacción con las células que 
sobre-expresaron el receptor NCR3A-GFP, no detectándose unión a las células 
transfectadas con NCR3E-GFP (Figura 4-53). El ligero incremento de la interacción 
de B7H6-Fc con las células que sobre-expresan NCR3A-GFP podría deberse a la 
baja expresión de este receptor, sin embargo la expresión del receptor NCR3E-GFP 
es mayor y no se observó interacción de B7H6-Fc con estas células, confirmando 
que B7H6 no es el ligando de las isoformas D, E y F de NCR3 (Figura 4-53). 
Figura 4-52 Análisis de las 
proteínas recombinantes 
producidas en células 
HEK293T. A) Análisis de la 
capacidad de dimerización 
mediante electroforesis 
en condiciones reductoras 
(BME+) y no reductoras 
(BME-). B) Estudio del 
estado de glicosilación de 
las proteínas recombinantes 
mediante electroforesis en 
condiciones reductoras tras el 
tratamiento con glicosidasas. 
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Figura 4-53 Análisis de la interacción de las proteínas recombinantes  B7H6-Fc y B7.1-FC con células 
HEK293T que sobre-expresan los receptores NCR3-A, NCR3-E y CTLA4 fusionados con GFP en su extremo 
C-terminal. Los histogramas naranjas representan la interacción de la proteína B7H6-Fc y los rosas con la 
proteína B7.1-Fc. Los histogramas grises representan la fluorescencia basal de las células transfectadas 
marcadas con los anticuerpos indicados en la figura. Los histogramas verdes (derecha) muestran la expresión 
de GFP como control de sobre-expresión. Esta figura es representativa de al menos tres réplicas.
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51 Anotación de genomas
La secuenciación del genoma humano (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001) fue una 
revolución científica y social, que proporcionó una inmensa cantidad de información 
que sentó las bases para majorar la comprensión de los mecanismos moleculares 
subyacentes a todos los procesos biológicos. Este avance supuso un impulso para la 
comunidad científica que se volcó en la obtención de la secuencia completa del genoma 
de otros organismos. En los últimos años, gracias al desarrollo de la tecnología, y 
especialmente al uso de la secuenciación masiva, el número de genomas disponibles 
ha crecido de manera exponencial (Liolios et al., 2008). Actualmente, existen 7.382 
genomas disponibles, de los cuales 7.071 son de organismos procariotas (6.837 de 
bacteria y 234 de arqueas) y 311 de organismos eucariotas, incluyendo 21 mamíferos 
(12 genomas completos y 9 borradores) (Tabla 5-1) (Pagani et al., 2012). Además, 
existen 24.506 proyectos de secuenciación en curso entre los que cabe destacar 138 
genomas de diferentes mamíferos (Tabla 5-1) (Pagani et al., 2012). La disponibilidad 
de toda esta información y su comparación entre diferentes especies ha mejorado 
nuestra compresión de la bases moleculares que determinan la complejidad y 
diversidad de las especies, permitiendo desterrar viejos paradigmas. En especial, en 
lo que se refiere a mamíferos, se ha podido comprobar que el número de genes no 
es un parámetro fundamental en la generación de la diversidad existente entre estas 
especies, siendo muy similar en todas ellas, y encontrando además un alto grado 
de conservación entre éstos (Tabla 1-1, introducción) (Barbosa-Morais et al., 2012; 
Blencowe, 2006; Merkin et al., 2012). Este hallazgo ha sugerido la existencia de otros 
mecanismos moleculares que pudieran explicar la diversidad entre las especies de 
mamíferos, siendo el AS uno de los más relevantes, habiéndose descrito su influencia 
5 Discusión
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en diversos trabajos (Barbosa-Morais et al., 2012; Blencowe, 2006; Merkin et al., 
2012). 
Por otro lado, el avance de la tecnología de secuenciación masiva ha supuesto 
el abandono de metodologías tradicionales como la generación y secuenciación 
de librerías de Expressed Sequence Tag (EST) o la secuenciación de mensajeros 
completos, por lo que el crecimiento de estas secuencias en las bases de datos 
ha sufrido un retroceso a favor de las procedentes de esta novedosa tecnología 
(Benson et al., 2013). Además, hay que tener en cuenta la existencia previa de un 
gran sesgo en el número de secuencias de mensajeros y EST disponibles en cada 
especie, encontrando un mayor número de éstas en humano, ratón y otras especies 
usadas frecuentemente como modelos en investigación (Tabla 1-1, Introducción) lo 
que dificultaba realizar verdaderos estudios comparativos-cuantitativos. Por lo tanto, 
para la anotación de los genomas, necesaria para la interpretación de la información 
contenida en éstos, se recurre al uso de métodos predictivos como el análisis del 
contenido en GC, la búsqueda de sitios consenso de splicing o al análisis de la 
homología con las secuencias de mensajeros descritas en otras especies. 
El uso de este tipo de herramientas bioinformáticas son de gran utilidad para 
localizar y anotar los genes contenidos en los genomas, sin embargo, como hemos 
observado en el caso de NCR3, el uso de estas herramientas puede producir errores 
que dificulten la interpretación de estas anotaciones. En este sentido, se detectaron 
errores en la anotación del gen NCR3 en Gorilla gorilla y en Sus scrofa. En el primero, 
la presencia de un hueco sin secuenciar en el genoma disponible (Scally et al., 2012), 
hizo que se predijera en el NCBI la existencia de un exón 1 aberrante y en Ensembl 
la expansión artificial del exón 2 para obtener una secuencia codificante completa. 
Estos errores se han subsanado secuenciando parte del exón 1 y utilizando la 
Completos Borradores
Arqueas 160 74 411
Bacterias 2337 4500 18656
Eucariotas (mamíferos) 151 (12) 160 (9) 5439 (138)
Total 24506
Disponibles
Incompletos
7382
Tabla 5-1 Número de genomas secuenciados y proyectos de secuenciación 
en curso (incompletos). La información se obtuvo de las base de datos 
Genomes OnLine Databases (GOLD, http://www.genomesonline.org/). No 
se incluyen los multiples genomas secuenciados de una misma especie, 
como por ejemplo lo distintos genomas humanos secuenciados. 
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secuencia de dos grandes fragmentos del cromosoma 6 depositados en las bases 
de datos, que han sido recientemente utilizados para obtener la secuencia completa 
de la región del MHC de clase III en esta especie (Wilming et al., 2013). En Sus 
scrofa, pese a la disponibilidad de la secuencia completa del DNA genómico del gen 
Sscro-ncr3, en el NCBI se predice la existencia de un mensajero potencialmente 
codificante, compuesto por los cuatro exones detectados en esta especie, y al que 
se le introducen diversas modificaciones para obtener una secuencia de proteína, 
que a tenor de los resultados obtenidos en este trabajo es inviable. También se ha 
observado un deterioro de la anotación de los pseudogenes, que en caso del gen 
Mmus-ncr3 (Mus musculus) ha llevado a la desaparición del exón 4 y la alteración de 
los límites de otros exones en las bases de datos. 
Por otro lado, la gran homología de secuencia observada en el gen NCR3, así como 
la de su entorno genómico (MHC de clase III), ha facilitado la predicción, en las 
bases de datos, de las potenciales variantes de splicing de cada especie basadas en 
las variantes descritas en otras especies.. En Macaca mulatta se había predicho la 
existencia de variantes equivalentes a las humanas A, B y E que portan los exones 
4II y 4III, sin embargo, el análisis de la expresión del gen Mmul-ncr3 en diversos 
tejidos, mediante PCR anidada y mediante secuenciación masiva, revela que estas 
variantes codificantes no se expresan en esta especie, probablemente por la ausencia 
de un sitio de poliadenilación consenso para los exones 4II y 4III, lo que parece 
confirmarse también con lo observado en Macaca fascicularis. De manera similar 
se ha predicho la existencia de las variantes Panu-a y Panu-b en Papio anubis en el 
que tampoco existe una secuencia de polyadenilación consenso. La extrapolación 
de esta ausencia de secuencia a su pariente Papio cynocephalus, en el que no se 
ha detectado experimentalmente expresión de dichos exones, podría indicar que 
las predicciones de las variantes Panu-a y Panu-b realizadas en Papio anubis son 
incorrectas. En este sentido se propone un modelo de evolución de los exones finales 
alternativos en el que primero aparecen los sitios de splicing y por lo tanto, los exones, 
pero éstos no son funcionales hasta que los sitios de poliadenilación se desarrollan 
por completo. En Colobus guereza y Cebus apella se podría especular, en función del 
modelo propuesto, sobre la ausencia de sitios consenso de poliadenilación, dado que 
en estas especies no se ha detectado expresión de variantes de splicing codificantes 
portadoras de los exones 4II y 4III. Por lo tanto, la anotación de los sitios consenso 
de poliadenilación podrían ser una herramienta útil para mejorar la predicción de las 
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variantes de splicing, que debería tomarse en consideración. 
Además de la ausencia de sitios de poliadenilación, las variantes de splicing que 
se expresan en cada una de las especies podría estar regulada por la presencia de 
secuencias potenciadoras o inhibidoras, o mediante la expresión diferencial de los 
distintos factores regulados que se unen a estas secuencias. Aunque la conservación 
de secuencia del gen NCR3 entre las especies incluidas en este trabajo es muy alta 
(ver Figura 4-15, Resultados), incluyendo la alta homología en los sitios de splicing 
(ver Figura 4-16, Resultados), pequeños cambios podrían modular la fortaleza del 
reconociendo de los sitios activadores e inhibidores, que en definitiva podría modular 
la expresión de las distintas variantes de splicing. En este sentido, el uso de las 
variantes de splicing detectadas en una especie para la predicción de las variantes 
que se expresan en otras especies podrían ser erróneas. Por ejemplo, en Gorilla 
gorilla se ha predicho la expresión de la variante Ggor-b, basada en la variante 
humana B, aunque no se ha detectado su expresión experimentalmente, ni tampoco 
se detectó expresión en Pongo pygmaeus de la hipotética variante Ppyg-a, cuya 
homóloga Pabe-a si ha sido predicha en Pongo abelli� Por el contrario, la predicción 
de la variante humana no codificante NC6, basada en un mensajero descrito en 
Macaca mulatta, podría existir dado que se ha detectado, mediante RNA-seq, la 
unión de exones característica de esta variante. Por lo tanto, y pese a que el uso de 
herramientas bioinformáticas resultan imprescindibles en la actualidad, sigue siendo 
necesario realizar estudios experimentales detallados de las variantes de splicing 
expresadas por cada gen, como el presente, que nos permitan obtener una visión 
más real del alcance del AS y sus potenciales implicaciones funcionales. 
52 Secuenciación masiva y PCR anidada 
El avance de la tecnología ha puesto a la secuenciación masiva  y en particular a 
la aplicación de RNA-seq a la cabeza de los estudios transcriptómicos, relevando a 
tecnologías obsoletas como los microarrays (Pan et al., 2008). Mediante RNA-seq 
es posible la secuenciación de fragmentos de RNA (~200-400 pb) procedentes del 
transcriptoma completo de un organismo, obteniendo una visión global y cuantitativa 
de éste, permitiendo observar cambios en diferentes situaciones fisiológicas y/o 
patológicas. Sin embargo, pese a las virtudes de esta tecnología, también posee 
limitaciones, sobre todo aquellas derivadas de la preparación de las muestras y del 
análisis computacional de la información obtenida. En primer lugar, el RNA que va 
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a ser secuenciado es fragmentado de manera aleatoria, tras lo que se seleccionan 
los fragmentos adecuados para dicho proceso de secuenciación (~200-400 pb). 
Asumiendo que dicha fragmentanción es completamente aleatoria, se puede deducir 
que los extremos 5’ y 3’ de los mensajeros van a estar infra-representados en las 
secuencias obtenidas, ya que los fragmentos procedentes de estos extremos serán 
de menor tamaño y habrán sido descartados durante el proceso de selección por 
tamaño. Tras esta selección, el RNA es sometido a una retrotranscripción con 
hexámeros al azar, tras lo que se une a cada fragmento unos adaptadores que 
contienen secuencias que posteriormente serán utilizados para pre-amplificar toda la 
muestras. Como es evidente, la calidad de las muestra original puede condicionar la 
eficiencia de cada una de estas etapas de la preparación influyendo en el resultado 
y su interpretación.  
El alineamiento de estas secuencias de pequeño tamaño (32-250 pb) frente al genoma 
de referencia puede conllevar algunas incertidumbres, sobre todo si estas secuencias 
proceden de genes con parálogos o de secuencias muy repetidas, dificultando la 
obtención de alineamientos inequívocos. De manera similar, la asignación de éstas 
secuencias a diferentes mensajeros generados por AS y que  comparten una gran 
propoción de secuencia como el caso del gen NCR3, es un proceso complejo que 
en ocasiones no pueden resolverse con total certeza. Además, las secuencias 
procedentes de uniones de exones, que no alinean en toda su longitud contra el 
genoma de referencia, sino que deben ser divididas para su alineamiento, pueden 
estar también infra-valoradas, en esta ocasión debido al análisis computacional. De 
manera general, para que una union de exones sea considerada válida debe tener 
al menos ocho nucleótidos en cada exón de procedencia, por lo que todas aquellas 
secuencias, que originalmente procedan de uniones de exones, pero que no cumplan 
este criterio serán descartadas, provocando una representación inferior a la que 
cabría esperar si se compara con la cobertura observada en los exones adyacentes. 
Por otro lado, el uso de PCR anidada, cuyo foco se limita a unos cuantos genes, 
destaca por su especificidad y su capacidad de magnificación. Mediante PCR 
anidada podemos detectar mensajeros cuya expresión podría ser de tan sólo unas 
pocas copias (1-10) en la muestra. Sin embargo, esta metodología también presenta 
limitaciones. Por un lado, su potencia podría mostrar como relevante algunos 
mensajeros detectados cuya expresión real es muy minoritaria, que incluso podrían 
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ser mensajeros inmaduros o pre-mensajeros. El diseño de los cebadores también 
resulta crucial para conseguir una buena eficiencia y especificidad, sin embargo, su 
uso conlleva una limitación en las variantes que se pueden detectar mediante esta 
técnica, puesto que todas aquellas en las que los cebadores diseñados no estén 
presentes serán invisibles mediante PCR, lo que no ocurre mediante RNA-seq dado 
su carácter global. 
Dadas las limitaciones de ambas técnicas, se decidió diseñar los cebadores para 
detectar aquellas variantes de splicing que afectasen a la secuencia codificante 
mediante PCR anidada y completar el análisis del AS utilizando secuencias de RNA-
seq disponibles en las bases de datos para obtener un visión global y detallada 
al mismo tiempo, habiendo quedado demostrado que la combinación de ambas 
tecnologías puede ayudarnos a reducir las limitaciones particulares de cada una 
y mejorando nuestra visión del AS del gen NCR3. Sirva como ejemplo el análisis 
realizado en humano, que mediante PCR anidada ha permitido detectar la expresión 
de nueve mensajeros, mientras que mediante RNA-seq, además de validar las 
uniones de exones de éstos, se han detectado nuevas uniones de exones en el 
5´UTR que en su mayoría no podrían haber sido detectadas por PCR anidada debido 
a la localización de los cebadores. Además, el carácter cuantitativo del RNA-seq 
permite inferir que las variantes mayoritariamente expresadas en todos las muestras 
analizadas son la A, B y C, lo que ha sido confirmado mediante PCR cuantitativa. 
53 Splicing Alternativo del gen NCR3  en diferentes especies
Aunque el splicing alternativo del gen NCR3 humano se describió antes incluso de 
conocer las funciones de este gen (Nalabolu et al., 1996; Neville and Campbell, 
1999), estas variantes han sido ampliamente ignoradas en los estudios funcionales 
realizados. Pese a ello, se han atribuido diversas funciones al receptor NCR3 de 
manera genérica, desde la activación de las células NK frente a células tumorales o 
infectadas por diferentes patógenos (virus, parásitos y hongos), hasta la regulación 
de la respuesta inmune adaptativa a través de la inducción de la maduración de 
las células dendríticas y mediante la eliminación de éstas cuando no presentan 
la maduración adecuada. Sin embargo, la mayoría de los estudios funcionales 
realizados se han basado en el uso de anticuerpos frente al extremo N-terminal del 
receptor, lo que imposibilita la discriminación de isoformas proteicas por tratarse 
de una región conservada. En este contexto, cabría preguntarse si la diversidad 
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funcional descrita podría deberse al AS que presenta este gen, y por lo tanto, que 
cada potencial isoforma proteica descrita fuese sólo responsable parcialmente de las 
funciones atribuidas al receptor NCR3. 
Por otro lado, los estudios del gen NCR3 en otras especies, tanto a nivel de AS como 
funcionales, se han visto limitados por tratarse de un pseudogen en ratón (Hollyoake 
et al., 2005), uno de los principales animales modelo de investigación, sólo existiendo 
algunos estudios funcionales en Rattus norvegicus y en Pan troglodytes (Backman-
Petersson et al., 2003; Hsieh et al., 2006; Rutjens et al., 2007; Rutjens et al., 2010), en 
los que el AS también ha sido ignorado. De manera similar a lo observado en humano, 
el AS podría tener una influencia crucial en el desarrollo funcional del gen NCR3 en 
estas especies, de modo que su estudio podría mejorar nuestra compresión de esta 
influencia, y trasladar los resultados a humano, además de contribuir a profundizar 
en el conocimiento de los mecanismos subyacentes a la diversidad de los mamíferos. 
En este sentido, se realizó un análisis del AS del gen NCR3 mediante PCR anidada 
en diversas muestras de tejidos en las especies clasificadas como mamíferos, 
incluyendo distintas líneas celulares en el caso de humano, y en muestras de sangre 
de diferentes primates, incluyendo también humanas. De manera general, se puede 
decir que la expresión del gen NCR3 produce diversas variantes de splicing en todas 
las especies analizadas, a excepción de Mus musculus, donde se ha podido verificar 
una ausencia de expresión mediante PCR anidada, lo que confirma definitivamente 
que se trata de un pseudogen. Considerando únicamente la variantes codificantes 
detectadas mediante PCR anidada en todas las especies, podemos observar que 
todas éstas presentan variantes equivalentes expresadas en humano (Figura 5-1A, 
conservadas), excepto las variantes descritas en Sus scrofa y las variantes Cape-2 
y Btau-1 dectadas en Cebus apella y Bos taurus respectivamente (Figura 5-1A, no 
conservadas). 
La potencial isoforma proteica derivada de la variante no conservada Cape-2 (Figura 
5-1A) no presentaría un dominio transmembrana como consecuencia de la retención 
del intrón entre los exones 2 y 3 que introduce un cambio en la fase de lectura y 
prolonga la secuencia codificante sobrepasando el codón de parada canónico, lo que 
podría indicar que se trata de una isoforma soluble. Sin embargo, la nula homología del 
extremo C-terminal de esta potencial isoforma y la ausencia de dominios funcionales 
podría indicar que esta variante es simplemente un mensajero inmaduro. Por otro 
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lado, en la variante Btau-1 (Figura 5-1A), la exclusión del exón 3 completo, que  no 
provoca ningún cambio en la fase de lectura, también conduciría a la ausencia del 
dominio transmembrana indicando que la isoforma codificada podría ser también de 
tipo soluble. La expresión de isoformas solubles generadas por AS ha sido descrita 
en otros receptores como CTLA-4, lo que contribuye a la regulación de la actividad 
de este receptor a través de la disminución de su presencia en la membrana de 
los linfocitos T, y estando implicadas en la inhibición de éstas células (Magistrelli 
et al., 1999; Ward et al., 2013). Por lo tanto, la posible existencia de isoformas 
solubles podría ser reflejo de mecanismos de regulación similares, especialmente 
en Bos taurus dada la detección ubicua de la variante Btau-1 en todos los tejidos 
analizados. Además, en un estudio recientemente publicado se ha observado que la 
interacción de una proteína recombinante soluble de NCR3, provoca la inhibición de la 
señalización del receptor NCR3 en ensayos in vitro (Binici et al., 2013), disminuyendo 
la activación de las células NK y reduciendo su secreción de citoquinas. En este 
sentido, el descubrimiento de isoformas potencialmente solubles, junto al efecto 
inhibitorio descrito, podría permitir el desarrollo de nuevas estrategias terapeúticas, 
en especial en el tratamiento de trastornos autoinmunes. 
Por otro lado, la expresión del gen Sscro-ncr3 (Sus scrofa), que inicialmente podría 
haberse considerado como un pseudogen debido a las delecciones detectadas en 
el exón 2, produce nueve variantes de splicing potencialmente codificantes, que no 
presentan homología con humano ni ninguna otra especie. Este fenómeno se debe, 
principalmente, a los cambios de fase que introducen las delecciones detectadas en 
el exón, sin embargo, la expresión de diferentes variantes de splicing es un ejemplo 
de la plasticidad de la expresión génica mediada por AS. En este sentido, aunque el 
gen Sscro-ncr3 esté en el camino de convertirse en un potencial pseudogen, también 
podría estar evolucionando, gracias al AS, para producir un nuevo gen, con funciones 
diferentes. 
En relación a las variantes codificantes conservadas (Figura 5-1A), se puede observar 
que la mayor diversidad se encuentra en primates, lo que se debe fundamentalmente 
a la existencia de los exones 4II y 4III, y por la expresión de variantes que portan el 
exón 2 divido en dos fragmentos (exones 2I y 2II). En Rattus norvegicus y en Bos 
taurus sólo se detectó expresión de las variantes homólogas a la C humana, pese a 
la detección en vaca de los sitios consenso de splicing en el interior del exón 2 que 
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podrían originar una variante homóloga a la F humana (Figura 5-1A, conservadas). 
Aunque la presencia de los exones 4II y 4III es evidente en todas las especies 
de primates, sólo en Gorilla gorilla, Pongo pygmaeus y Homo sapiens se detectó 
expresión de variantes codificantes que portasen estos exones, lo que podría reflejar 
una evolución reciente de estos exones, que se encontrarían aún en un estadio 
primitivo en primates inferiores como Colobus guereza, Papio cynocephalus, Macaca 
mulatta, Macaca fascicularis o Cebus apella� Para corroborrar esta hipótesis se 
analizaron las secuencias genómicas de todas las especies en las que existe una 
secuencia disponible completa del gen NCR3, sólo encontrando los exones 4II y 4III 
en especies de primates simiiformes (Figura 5-2 y Tabla S4), lo que posiciona el origen 
de estos exones hace  44.2 MA. Por otro lado, la falta de expresión de estos exones 
en algunas de éstas especies y su relación con la presencia de un sitio consenso de 
poliadenilación parece tener también un claro origen evolutivo, sólo detectandose la 
presencia de esta secuencia en primates superiores (superfamilia Hominoidea), que 
se separaron de los otros primates hace 18.8 MA, lo que se correlaciona directamente 
con los datos de expresión obtenidos en este trabajo (Figura 5-2). Por lo tanto, se 
puede considerar que las variantes codificantes portadoras de los exones 4II y 4III 
detectadas en primates superiores son de reciente evolución, y en consecuencia 
podrían desarrollar nuevas funciones en el sistema inmune. 
En contraposión con estos nuevos exones, el exón 4I es evolutivamente más primitivo, 
dada su presencia transversal en todas las especies de mamíferos (Tabla S4), y por 
lo tanto, las variantes portadoras de este exón presentarán la función primordial del 
gen NCR3. En consonancia con esto, se puede observar expresión de este tipo de 
variantes de manera mayoritaria (Figura 5-1), tanto codificantes como no codificantes. 
Sin embargo, también se observan algunas diferencias en este exón, en cuanto a la 
posición del codón de terminación, que podrían reponder a una dinámica evolutiva 
(Figura 5-1). En la mayoría de las especies analizadas el codón de terminación 
se sitúa entre las posiciones +47 y +59 con respecto al inicio del exón (Tabla S4), 
mientras que en primates como Macaca mulatta, Macaca fascicularis, Papio anubis 
y Cebus apella, y también en Echinops telfairi (erizo), éste se localiza en la posición 
+35. En el otro extremo, los primates superiores de la superfamilia Hominoidea, 
junto con Loxodonta africana (elefante), presentan el codón de terminación en la 
posición +77 (Tabla S4). Como consecuencia la longitud de la cola citoplasmática 
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Figura 5-2 Análisis del origen evolutivo de los exones 4II y 4III. Se representa esquemáticamente la filogenia 
de los primates, incluyendo en cada grupo el resultado del análisis de la presencia de los exones 4II/4III y del 
sitio consenso de poliadenilación. En las especies incluidas en este trabajo se incluye además la información 
de la expresión de variantes codificantes que porten estos exones. Los cuadros verdes representa presencia o 
expresión, los rojos denotan ausencia o falta de expresión, y los grises indican ausencia de información. En la 
Tabla S4 se amplía esta información al resto de especies en las que se ha descrito el gen NCR3 en las que se 
dispone de una secuencia completa. 
codificada en este exón ha sufrido varios cambios que podrían responder a las 
diversas necesidades evolutivas, pudiendo influir en la interacción del receptor NCR3 
con CD3ζ. De manera similar se ha descrito en humano una influencia de las distintas 
colas citoplasmáticas, codificadas en los exones 4I, 4II o 4III, en la modulación de 
la señalización intracelular a través de la asociación diferencial con CD3ζ (Delahaye 
et al., 2011), y dado que éstas no presentan dominios funcionales conservados, se 
podría especular con que las diferencias funcionales observadas podrían responder 
a las diferentes longitudes. 
Además de diversas variantes codificantes, se han detectado diversas variantes de 
tipo no codificantes (Figura 5-1B). Aunque generalmente son consideradas como 
errores de la maquinaria de splicing o ruido transcripcional, sorprende observar la 
conservación de algunas de estas variantes no codificantes como las similaras a 
las detectadas en humano (NC1, NC2 y NC3), además de las variantes similares a 
Mmul-1 detectadas en diversos primates, y que de manera similiar a las primeras sólo 
presentan una de las dos partes del exón 2 (Figura 5-1B). De la misma forma que en 
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las variantes codificantes, son mayoría aquellas formadas con el exón 4I, es decir, 
las similires a NC3 y Mmul-1 (Figura 5-1B). La conservación de estas variantes no 
codificantes permite suponer que éstas presentan algún tipo de función conservada, 
que bien podría ser el control de la expresión de las variantes codificantes. Así una 
mayor expresión de este tipo de variantes, supondría un descenso de la expresión 
de las variantes codificantes sin que se altere la expresión global del gen (Hwang 
and Kim, 2013). También se han detectado diversas variantes no codificantes no 
conservadas (Figura 5-1B), que también podrían estar implicadas en la regulación de 
la expresión de las variantes codificantes, aunque su especificidad de especie podría 
indicar que su origen es el ruido transcripcional o errores de la maquinaria de splicing. 
En este sentido, se ha propuesto que este tipo de variantes, más que simple basura 
transcripcional, podrían ser un indicio de procesos evolutivos mediados por AS. La 
plasticidad en el reconocimiento de los sitios de splicing, permite que la maquinaria 
de splicing utilice sitios crípticos o utilice combinaciones de sitios diferentes, de modo 
que a través del AS se pueden producir nuevas variantes, sin alterar sustancialmente 
las variantes funcionales, que son sometidas a un estricto control a través de NMD, 
y que sólo eventualmente serán seleccionadas para desarrollar una nueva función 
(Pickrell et al., 2010; Zhang et al., 2009).
Finalmente, mediante PCR anidada detectamos otras variantes, mayoritariamente no 
codificantes, que hemos considerado pre-mensajeros o errores de RT-PCR (Figura 
5-1C). En el primer grupo se han incluído todas aquellas variantes no codificantes que 
presentan retención de intrones o que presentan nuevos exones como las variantes 
Mfas-2 y Rnor-1. Evidentemente, estas variantes, expresadas de manera específica 
en distintas especies, podrían ser también consideradas como ruido transcripcional 
entendido como errores de la maquinaria o ensayos de nuevas variantes, en especial 
aquellas que incorporan exones nuevos. Sin embargo, se ha propuesto que este 
tipo de exones, dentro de intrones (Figura 5-1C), podría deberse a la eliminación 
por etapas de intrones grandes, apareciendo pseudo-exones intermediarios que 
serán eliminados posteriormente para producir los mensajeros maduros (Suzuki 
et al., 2013). Por otro lado, se han identificado varios mensajeros que podrían 
deberse a errores durante la retrotranscripción de las muestras de RNA o durante 
la amplificación mediante PCR denominados Template-switching (cambio de molde) 
(Odelberg et al., 1995) (Figura 5-1C). Estas variantes presentan regiones repetidas 
en sus respectivas uniones de exones características, además de una ausencia 
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Figura 5-3 Resumen de las uniones de exones detectadas en todas las especies. A la izquierda se representan 
esquemáticamente las uniones de exones detectadas mediante PCR anidada y RNA-seq. En el panel derecho se 
muestra las uniones de exones detectadas en los datos de RNA-seq disponibles (Tabla S2) y las uniones detectadas 
mediante PCR anidada en todas las muestras (Tabla S1). 
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de sitios consenso de splicing, lo que es indicativo de este tipo de errores que se 
producen por la hibridación parcial de una molécula parcialmente sintetizada con una 
región homóloga en el molde. 
Adicionalmente, se han analizado las secuencias procedentes de experimentos de 
RNA-seq disponibles en las bases de datos para el estudiar el AS del gen NCR3. 
Pese a la desigual disponibinilidad de estas secuencias para las distintas especies, 
su análisis ha permitido refrendar la mayoría de las uniones de exones detectadas 
mediante PCR, especialmente las de tipo codificante (Figura 5-1 y 5-3). En lo que 
se refiere a las uniones de exones codificantes canónicas (H1-H6), cabe destacar 
que su análisis permite confirmar la hipótesis de un origen reciente de los exones 
4II y 4III, no detectado expresión de las uniones de exones H5 y H6 en Macaca 
mulatta, aunque si observamos expresión en Pongo pygmaeus, Gorilla gorilla, Pan 
troglodytes y Homo sapiens  (Figura 5-2 y 5-3). Además de estas uniones de exones, 
se han detectado mediante esta metodología numerosas uniones de exones nuevas, 
que en su mayoría no podrían haberse detectado mediante PCR por exceder los 
límetes definidos por los cebadores diseñados. Sin embargo, la mayoría se puede 
clasificar como no codificantes o neutras, que además muestran un expresión muy 
baja, sólo encontrándose en muestras en las que la profundidad de la secuenciación 
es muy elevada, como en las muestras humanas procedentes de PBMCs, monocitos 
o células B, o en las muestras de vaca procedentes de la réplica 1 (Tabla S3), lo 
que revela la limitación de este técnica en la detección de variantes de splicing de 
baja expresión. Por otro lado, mediante el análisis de estas secuencias no se han 
detectado la mayoría de las uniones de exones de tipo no codificante detectadas 
por PCR anidada, lo que podría deberse a esta limitación mencionada, siendo la 
capacidada de detección de la PCR anidada mucha más profunda. Sin embargo, 
cabe destacar la unión de exones no codificante H7, característica de las variantes 
similares a las humanas NC1, NC2 y NC3, que además de su detección mediante 
PCR anidada en diversas especies (Figura 5-1), también se ha detectado mediante 
RNA-seq en Homo sapiens y en Macaca mulatta, dos de las especies en las que 
existen un mayor número de secuencias disponibles (Tabla S1 y S2). Dentro de las 
uniones de exones neutras, cabe destacar la unión de exones B6, detectada en Bos 
taurus, presentando unos niveles de expresión similares al de las uniones de exones 
canónicas en esta especie (H1, H3 y H4) (ver Figura4-32, Resultados), lo que permite 
deducir su presencia en todos los mensajeros, lo que podría explicar la expresión 
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ubicua del gen Btau-ncr3 en todos los tejidos analizados mediante RNA-seq a través 
de la regulación de la estabilidad de los mensajeros portadores. De manera similar, 
se han detectado uniones de exones en Homo sapiens (H16 y H17), Macaca mulatta 
(H16) y Pongo pygmaeus (H17), que pese a mostrar niveles de expresión inferiores 
podrían influir también sobre la estabilidad del mensajero o incorporarse a éstos en 
respuesta a diferentes estímulos para así controlar la expresión de las isoformas 
proteicas, de manera análoga a lo descrito para otros genes como SC35 o CD3ζ 
(Chowdhury et al., 2006; Sureau and Perbal, 1994). 
El carácter cualitativo del RNA-seq permite además inferir los niveles de expresión 
globales del gen NCR3 en las distintas especies observándose que de manera 
mayoritaria éste se expresa en tejido linfoides, como bazo y sangre, aunque también 
se detectan niveles relativamente altos en tejidos muy irrigados como pulmón y 
corazón (Tabla S3). Una excepción a este patrón de expresión lo encontramos en 
Bos taurus, donde detectamos una expresión elevada en todos los tejidos y en Pongo 
pygmaeus, en el se observan niveles elevados de expresión en cerebro, lo que podría 
indicar un posible papel de este gen en la inmunidad del tejido cerebral. 
54 Implicaciones funcionales del splicing alternativo del gen NCR3
Tomando los resultados de PCR anidada y RNA-seq en conjunto, pese a la limitación 
de las muestras y las secuencias de RNA-seq disponibles, se puede observar un 
claro incremento de la potencial diversidad proteica en primates, que es aún mayor 
en los superiores por la expresión de variantes portadoras de los exones 4II y 4III 
(Figura 5-4), y en especial en humano. Mediante qPCR se detectaron en esta 
especie los mayores niveles de expresión del gen NCR3 en tejidos linfoides como 
bazo y timo, y en células NK (ver Figura 4-41, resultados). Las variantes mayoritarias 
detectadas en todos los tejidos fueron la A, B y C, que mostraron un patrón diferencial 
en función del tejido. Así, en bazo, la mayor expresión se correspondió con la variante 
inmunosupresora C, mientras que en células NK y en sangre se observaron mayores 
niveles de expresión de la variante A. Esta diferencia podría deberse a las diferencias 
funcionales observadas en las distintas poblaciones de células NK, que en los tejidos 
linfoides secundarios presenta un fenotipo regulador (CD56dim), mientras que en 
circulación muestran un fenotipo más citotóxico (CD56brigth). Por lo tanto, se podría 
considerar que la variante C está implicada en procesos de regulación, mientras que 
la variante A está asociada con la activación de la citotoxicidad de las células NK, en 
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consonancia con los descrito en pacientes con tumores gastrointestinales (Delahaye 
et al., 2011). Por otro lado, la expresión de las variantes codificantes D, E y F, muy 
inferior a la de las primeras, podría reflejar una funcionalidad secundaria para estas 
isoformas, que además, han sido detectadas en otras especies de primates como 
Pongo pygmaeus, Gorilla gorilla, Papio cynocephalus y Macaca mulatta, encontrando 
en este último niveles de expresión comparables con los de la variante C (ver Tabla 
S3). Del mismo modo, las variantes no codificantes canónicas muestran también 
niveles de expresión bajos, como cabría esperar. Finalmente, el uso de cebadores 
comunes para todas estas variantes, ha permitido confirmar que la contribución de 
otras potenciales variantes, como las detectadas mediante RNA-seq, es menor. 
Pese a los bajos niveles de expresión de detectados de las variantes D, E y F, se 
decidió caracterizar las potenciales isoformas proteicas, para analizar su viabilidad, 
junto a las isoformas A, B y C. En primer lugar, se observó sobre-expresión de las 
seis isoformas codificantes en células HEK293T, así como su capacidad de formar 
dímeros. Adicionalmente, se pudo comprobar la presencia de N-glicosilaciones, 
además de determinar que todas se localizan en la membrana plasmática con el 
extremo N-terminal en el exterior. No se observaron diferencias significativas en la 
expresión de las distintas isoformas, ni agregados en las inmunofluorescencias que 
pudieran sugerir un procesamiento aberrante de ninguna de ellas, lo que en conjunto, 
y pese a tratarse de sobre-expresiones in vitro, permite concluir que las isoformas D, 
E y F podrían expresarse in vivo, del mismo modo que las isoformas A, B y C. 
Desde un punto de vista estructural, el dominio IgV, característico de las isoformas 
A, B y C, está formado por dos hojas beta, compuestas por cuatro (ABED) y tres 
(GFC) láminas beta respectivamente, unidas por un puente disulfuro (Li et al., 2011). 
A diferencia de otros dominios inmunoglobulina de tipo IgV, la conexión entre las 
láminas no se realiza a través de dos pequeñas láminas beta (C’ y C’’), sino que 
existen dos hélices alfa que realizan esta función (α1 y α2) . La obtención de la 
estructura tridimensional de este posible dominio extracelular del receptor NCR3 unido 
al ligando B7H6 permitió determinar que el bucle entre las láminas F y G, y la hélice 
α2 son las principales regiones implicadas en la interacción con este ligando (Figura 
5-5) (Joyce et al., 2011; Kaifu et al., 2011; Li et al., 2011). Sin embargo, estas hélices 
alfa no están presentes en el potencial dominio IgC, característico de las isoformas 
D, E y F, debido a la ausencia de 25 aa con respecto al primero como consecuencia 
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Figura 5-5 Análisis estructural de los dos posibles dominios extracelulares del receptor NCR3. 
El modelo estructural del dominio IgC se obtuve mediante predicción a través del servicio Swiss-
model (http://swissmodel.expasy.org/) utilizando la estructura descrita del dominio IgV como molde 
(PDB:3pv6). A) Se muestras la superposición del modelo obtenido para el dominio IgC (rojo) con IgV 
(azul), resaltando en amarillo la región ausente en IgC. B) Comparación de la interacción conB7H6. 
El panel izquierdo muestra la estructura descrita (3pv6), y en el panel derecho se ha sustituido el 
dominio IgV por el modelo de IgC. 
Hélice α2
Hélice α1
C-terminal
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F
G
C
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NCR3 (IgV) NCR3 (IgC)
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del splicing interno del exón 2 (Figura 5-5). Por lo tanto, basándose únicamente en 
esta ausencia se puede deducir que este segundo dominio no interaccionaría con el 
ligando B7H6. 
El análisis de la interacción de cada uno de estos dominios extracelulares, producidos 
de manera recombinante en el sistema de baculovirus, con el ligando celular B7H6 no 
dio resultados positivos. Dado que las células de insecto producen una glicosilación 
diferente a la de mamíferos se concluyó que la correcta glicosilación de éstos dominios 
es fundamental para la interacción con sus ligandos. 
Además, se pudo comprobar que esta deficiente glicosilación inducía la interacción de 
éstas proteínas recombinantes con los GAGs presentes en la membrana plasmática 
de las células diana. Esto ya había sido observado previamente con la variante IgV 
proponiendo a los GAGs como potenciales ligandos de NCR3 (Bloushtain et al., 
2004; Hecht et al., 2009; Hershkovitz et al., 2008; Ito et al., 2012; Porgador, 2005; 
Warren et al., 2005). 
Ante los resultados negativos, y la publicación de un estudio en el que se mostraba 
que la glicosilación del dominio extracelular tipo V es fundamental para la interacción 
con el ligando B7H6, indujo a realizar un cambio en el sistema de purificación de las 
proteínas recombinantes. La producción de los posibles dominios extracelulas (IgV 
e IgC) en células humanas HEK293T permitió obtener una correcta glicosilación de 
estas proteínas recombinantes, lo que además se pudo verificar por la nula interacción 
con los GAGs presentes en la membrana celular, en comparación con células que 
no presentan estas moléculas en la membrana. Sin embargo, tampoco se obtuvieron 
resultados positivos cuando se analizó la interacción de ambos dominios con células 
que sobre-expresaban el ligando B7H6 etiquetado en su extremo N-terminal. Por el 
contrario, la sobre-expresión del ligando B7H6 etiquetado en su extremo C-terminal, 
permitió observar la interacción del dominio extracelular tipo IgV, mientras que el 
dominio IgC no mostró ninguna interacción. Este mismo resultado se obtuvo cuando 
se sobre-expresó B7H6 fusionado a GFP en su extremo C-terminal. Por lo tanto, la 
incorporación de un epítopo en el extremo N-terminal del ligando impide la interacción, 
lo que está en consonancia con la estructura tridimensional publicada, estando el 
extremo N-terminal del ligando B7H6 muy próxima a la superficie de contacto con 
NCR3 (IgV) (Figura 5-5). Adicionalmente, se utilizó una aproximación inversa, es 
decir, sobre-expresando en las células las isoformas A y E de NCR3, que presentan 
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los dominios IgV e IgC respectivamente, fusionadas en su extremo C-terminal 
con la proteína GFP, y analizando la interacción del dominio extracelular de B7H6 
producido de manera recombinante. Esta nueva aproximación confirmó los resultados 
obtenidos anteriormente, no observando interacción de ligando recombinante B7H6 
y la isoforma E del receptor, aunque si se detectó interacción con la isoforma A. En 
conclusión, se puede afirmar que B7H6 es un ligando de las isoformas A, B y C, todas 
ellas portadoras de un dominio extracelular tipo IgV, pero no es un ligando para las 
isoformas D, E y F, cuyo dominio extracelular es de tipo IgC. 
Este descubrimiento pone de manifiesto que el AS alternativo del gen NCR3 tiene 
una influencia directa sobre la funcionalidad de este gen, indicando que mediante la 
expresión de diferentes isoformas se puede modular el reconocimiento del ligando 
B7H6, y por lo tanto, influir sobre la respuesta inmune. De manera análoga, se puede 
especular con una interacción diferencial de estas isoformas con otros ligandos 
descritos para el receptor NCR3, como BAT3, hemaglutinina o PfEMP-1, además 
de sugerir la posibilidad de que existan otros ligandos desconocidos. Aún en el 
caso de considerar a estas isoformas alternativas (D, E y F) como artefactuales o 
anecdóticas por su bajos niveles de expresión a nivel de RNA, este hallazgo debe 
tenerse en consideración por su potencial influencia en el sistema inmune. De 
manera similar a lo descrito para el receptor CD45, cuya actividad esta controlada 
mediante AS (Lynch, 2004; Martinez and Lynch, 2013; Martinez et al., 2012) (ver 
Figura 1-7, Introducción), estas variantes minoritarias del gen NCR3 podrían 
expresarse en respuesta a diferentes estímulos, aún por determinar, de manera que 
sustituyan a las isoformas mayoritarias, como versiones inactivas de éstas, al menos 
en lo que se refiere al ligando B7H6, controlando la respuesta de las células NK 
frente a este ligando. Por otro lado, suponiendo que estas isoformas minoritarias 
fuesen simplemente versiones inactivas, su expresión podría ser un parámetro a 
considerar en el desarrollo de algunos trastornos inmunes, de manera similar al valor 
predictivo atribuido a la expresión de las variantes A, B y C en pacientes con tumores 
gastrointestinales (Delahaye et al., 2011). 
En conjunto, los resultado aquí expuestos no son más que un estímulo para continuar 
estudiando las implicaciones funcionales del splicing alternativo del gen NCR3 y su 
influencia en la actividad de las células NK. En este sentido, sería interesante estudiar 
la interacción de todos los ligandos atruidos al receptor NCR3 con las isoformas 
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D, E y F, así como la búsqueda de nuevos ligandos. Asimismo, el análisis de los 
niveles de expresión de las distintas variantes en células NK sometidas a diferentes 
estímulos podría ayudarnos a comprender el papel que cada una de ellas tiene en la 
funcionalidad del este gen. 

6. Conclusiones
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1 Las anotaciones disponibles en las bases de datos basadas en la homología de 
secuencia con otras especies o en predicciones bioinformáticas deben ser validadas 
experimentalmente para obtener una visión real de la influencia del splicing alternativo.
2 El gen NCR3 presenta una alta homología de secuencia en todas las especies de 
mamíferos analizadas, tanto en su secuencia como en su estructura exónica.
3 En todas las especies analizadas, mediante PCR anidada y RNA-seq, el gen 
NCR3 se expresa produciendo varios mensajeros maduros diferentes, excepto en 
Mus musculus .En Sus scrofa, pese a la detección de expresión, se podría considerar 
un pseudogen. 
4 Las variantes portadoras del exón 4I se expresan en todas las especies analizadas 
indicando que la función primigenia del gen NCR3 es desarrollado por éstas. Sin 
embargo, la longitud de la cola citoplasmática codificada en este exón ha cambiado a 
lo largo de la evolución indicando una posible modulación de su función a través de 
la interacción con su co-receptor intracelular CD3ζ.
5 La diversidad de las variantes codificantes aumenta siguiendo una tendencia 
evolutiva, encontrando la mayor diversidad en los primates. Esto se debe 
fundamentalmente al splicing alternativo del exón 2, sólo detectado en primates y que 
permite la expresión de dominios extracelulares de tipo IgV o IgC, y a la presencia 
exclusiva de los exones 4II y 4III que sólo se expresan en primates superiores 
(Hominoidea) por la presencia de un sitio consenso de poliadenilación. 
6 Conclusiones
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6 El número de variantes no codificantes detectadas no muestra una tendencia 
evolutiva, encontrando algunas específicas de especie, aunque se ha observado 
la conservación generalizada de las variantes NC1, NC2, NCR3 y Mmul-1, lo que 
sugiere un papel regulador para estas variantes. 
7 Los transcritos correspondientes con las isoformas humanas A, B y C son las más 
abundantes en todos lo tejidos analizados. Sin embargo, la expresión y análisis de 
las seis potenciales isoformas proteicas detectadas revela que todas ellas muestran 
características similares indicando su potencial viabilidad. 
8 La correcta glicosilación del receptor NCR3 es fundamental para la interacción 
con el ligando B7H6, siendo ésta además inhibida por la presencia de epítopos en el 
extremo N-terminal del ligando. 
9 El ligando B7H6 interacciona de manera específica con las isoformas de NCR3 que 
presentan un dominio extracelular tipo IgV. Sin embargo, las isoformas que muestran 
un dominio tipo IgC, generado a través de splicing alternativo, no interaccionan con 
este ligando, lo que podría ser uno de los factores responsables de la diversidad 
funcional atribuida a este receptor. 
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Exón 4I
NCBI Ensembl
Codón de 
parada Presencia 
Secuencia de 
poliadenilación Expresión
Ailuropoda melanoleuca Panda - P 53 - - ND
Bos taurus Vaca S S 47 - - ND
Canis lupus familiaris Perro P P 47 - - ND
Cebus apella Mono capuchino - - 35 + ND -
Ceratotherium simum simum Rinoceronte P - 47 - - ND
Colobus guereza Colobo - - 47 + ND -
Echinops telfairi Erizo de madagascar - P 35 - - ND
Equus caballus Caballo P P 47 - - ND
Erinaceus europaeus Erizo - P 47 - - ND
Felis catus Gato P P 47 - - ND
Gorilla gorilla Gorilla P P 77 + + +
Homo sapiens Humano S S 77 + + +
Loxodonta africana Elefante - P 77 - - ND
Macaca fascicularis Mono cangrejero - - 35 + - -
Macaca mullata Mono rhesus S S 35 + - -
Mesocricetus auratus Hámster dorado P - 53 - - ND
Microcebus murinus Lemur ratón - P 47 - - ND
Microtus ochrogaster Topillo P - 53 - - ND
Mus musculus Ratón P P 53 - ND ND
Mustela putorius furo Hurón - P 53 - - ND
Nomascus leucogenys Gibón P P 77 + + ND
Ochotona princeps Pica americano P P 53 - - ND
Octodon degus Degú P - 80 - - ND
Odobenus rosmarus divergens Morsa P - 53 - - ND
Orcinus orca Orca P - 47 - - ND
Oryctolagus cuniculus Conejo - S 53 - - ND
Otolemur garnettii Gálago P P 47 - - ND
Ovis aries Oveja P - 47 - - ND
Pan paniscus Bonobo P - 77 + + ND
Pan troglodytes Chimpacé S S 77 + + +
Papio anubis Papión P - 35 + - ND
Papio cynocephalus Papión - - 47 + ND -
Pongo abelli Orangután de Sumatra P P 47 + + ND
Pongo pygmaeus Orangután de Borneo - - 47 + ND +
Procavia capensis Damán - P 71 - - ND
Rattus norvegicus Rata S S 59 - ND ND
Saimiri boliviensis Mono ardilla P - 47 + - ND
Sus scrofa Cerdo P P 47 - - ND
Tarsius syrichta Tarsero lipino - P 41 - - ND
Trichechus manatus latirostris Manatí P - 54 - - ND
Tursiops truncatus Delfín P P 47 - - ND
Exones 4II y 4III
Especie Nombre común
Bases de datos
Tabla S4 Análisis del origen evolutivo de los exones finales del gen NCR3. En cada de una de las especies 
se indica su disponibilidad en las bases de datos, especificando si la anotación es una predicción (P) o está 
basada en secuencias de mensajero depositadas (S). Se incluye la posición del codón de parada del exón 4I en 
todas estas especies, referido al inicio del exón. Además, se muestra el resultado del análisis de la presencia de 
los exones 4II/4III y del sitio consenso de poliadenilación común para éstos. En las especies incluidas en este 
trabajo se incluye además la información de la expresión de variantes codificantes que porten estos exones. Los 
símbolos ‘+’ representa presencia o expresión, los símbolos ‘-’ denotan ausencia o falta de expresión y con ‘ND’ 
se indica ausencia de información. 
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The transcriptome of Leishmania major in the
axenic promastigote stage: transcript annotation
and relative expression levels by RNA-seq
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Begoña Aguado1* and Jose M Requena1*
Abstract
Background: Although the genome sequence of the protozoan parasite Leishmania major was determined several
years ago, the knowledge of its transcriptome was incomplete, both regarding the real number of genes and their
primary structure.
Results: Here, we describe the first comprehensive transcriptome analysis of a parasite from the genus Leishmania.
Using high-throughput RNA sequencing (RNA-seq), a total of 10285 transcripts were identified, of which 1884 were
considered novel, as they did not match previously annotated genes. In addition, our data indicate that current
annotations should be modified for many of the genes. The detailed analysis of the transcript processing sites
revealed extensive heterogeneity in the spliced leader (SL) and polyadenylation addition sites. As a result, around
50% of the genes presented multiple transcripts differing in the length of the UTRs, sometimes in the order of
hundreds of nucleotides. This transcript heterogeneity could provide an additional source for regulation as the
different sizes of UTRs could modify RNA stability and/or influence the efficiency of RNA translation. In addition,
for the first time for the Leishmania major promastigote stage, we are providing relative expression transcript levels.
Conclusions: This study provides a concise view of the global transcriptome of the L. major promastigote stage,
providing the basis for future comparative analysis with other development stages or other Leishmania species.
Keywords: Gene Expression, RNA-seq, Transcript annotation, mRNAs, Leishmania, Trypanosomatids
Background
Species of the genus Leishmania are protozoan parasites
and aetiological agents of a spectrum of clinical diseases,
known as leishmaniases, ranging from disfiguring skin
lesions to life-threatening visceral infection. The World
Health Organization (WHO) estimates that 350 million
people worldwide are at risk of infection, and this disease
is considered a major public health problem. Two million
new cases of leishmaniasis (1.5 million for cutaneous
forms and 500 000 for visceral leishmaniasis) occur annu-
ally [1]. The genus Leishmania belongs to the order
Trypanosomatida [2], which also includes, among others,
Trypanosoma brucei and Trypanosoma cruzi, causative
agents of two other important human infectious diseases:
sleeping sickness and Chagas disease, respectively. The
evolutionary origin of these organisms is found in the
deepest roots of the eukaryotic tree [3], and are character-
ized by markedly original molecular features.
In 1999, the complete sequence of chromosome 1 of
Leishmania major was published and showed a remark-
able feature of the gene organization in Leishmania, i.e.
genes are grouped in large clusters sharing the same
transcriptional direction. Thus, from the left end of
chromosome 1, the first 29 genes are all located on the
same DNA strand, whereas the remaining 50 genes are
located on the other strand [4]. When transcriptional ac-
tivity was examined by nuclear run-on analyses using
single-stranded DNA probes, the protein-coding strand
was found to be more strongly transcribed than the
non-coding strand in the majority of the chromosome 1
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1Centro de Biología Molecular “Severo Ochoa” (CSIC-UAM), Universidad
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genes [5]. Furthermore, it was found that the RNA poly-
merase initiates transcription within the strand-switch
region of chromosome 1. Similarly, in chromosome 3,
which contains two convergent clusters of 67 and 30
genes, nuclear run-on analyses indicated that transcrip-
tion initiates upstream of the most-5’ gene of the two
long polycistronic clusters [6]. After whole genome se-
quences for Leishmania and other trypanosomatids (i.e.
T. brucei and T. cruzi) were completed, it was confirmed
that in these organisms most genes are organized into
large clusters on the same DNA strand.
Another remarkable molecular feature found in
trypanosomatids is that transcription initiation by RNA
polymerase II (RNAP II) is not regulated on a per gene
basis; instead, most genes are transcribed polycistronically.
Genome-wide chromatin immunoprecipitation analysis of
L. major promastigotes showed acetylated histone H3
peaks at the 5' ends of all polycistronic protein-coding
gene clusters, indicating that global regulation of tran-
scription initiation may be achieved by epigenetic regula-
tion of H3 acetylation at the origins of polycistronic
transcription units [7]. In a recent publication, the J base
(a modification of thymine, which is introduced with some
frequency in the DNA of trypanosomatids) was shown
to define the RNAP II transcription termination sites in
L. major and L. tarentolae [8].
In contrast to operons in bacteria, polycistronic units in
trypanosomatids require processing before translation,
and the mature mRNAs are processed from primary tran-
scripts by coupled trans-splicing and polyadenylation [9].
During trans-splicing, a conserved spliced leader RNA (SL
RNA or mini-exon) is added to the 5’ end of all mRNAs,
providing the cap structure for translation. The differential
expression of mature mRNAs from a single polycistronic
unit is thought to be achieved by post-transcriptional con-
trol, i.e. mRNA levels are regulated by RNA stability and/
or differential translation [10-12].
In 2005, the sequence for the 36 chromosomes of the
L. major genome (32.8 Mb) was published, and provided
a framework for future comparative genomic studies
[13]. Using bioinformatic analyses, 911 RNA genes, 39
pseudogenes, and 8272 protein-coding genes were pre-
dicted. Within the latter group, only 36% can be assigned
to a putative function based on sequence conservation with
protein characterized in other eukaryotic organisms. Most
L. major genes have orthologs in the T. brucei and T. cruzi
genomes [14]. However, more than 60% of the predicted
genes remain annotated as hypothetical. A major challenge
lies ahead to discover whether or not these genes are
expressed at any moment in the life cycle and, therefore,
may be catalogued as functional genes. On the other hand,
both known and putative genes lack annotated 5’ and 3’
untranslated regions (UTRs), and for only a few genes
these regions have been experimentally determined [15]. In
Leishmania, and related trypanosomatids, these flanking
regions (largely the 3’-UTRs) have been involved in regu-
lating the steady-state level and translational status of spe-
cific mRNAs along the cell cycle and in the different life
cycle stages [10-12].
Recent advances in sequencing technologies, known as
deep sequencing or next-generation sequencing (NGS),
are becoming invaluable tools, among others, for re-
constructing of the entire transcriptome of a given or-
ganism [16,17]. In this study, we employed the power of
NGS on RNA analysis (RNA-seq) to provide a compre-
hensive characterization of the poly-A transcriptome for
the promastigote stage of Leishmania major. A total of
10285 transcripts were identified, of which 1884 did not
match with previously annotated genes and therefore were
categorized as novel genes. In addition, the RNA-seq ana-
lysis generated valuable information on both the relative
abundance of the RNAs and the structures of their corre-
sponding genes (i.e. ORFs, and 5’- and 3’-UTRs).
Methods
Leishmania culture and RNA isolation
Promastigotes of L. major Friedlin strain (MHOM/IL/80/
Friedlin; clone V1) were cultured at 26°C in RPMI
medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 100
U/ml penicillin G and 0.1 mg/mL streptomycin sulphate.
Promastigotes were grown to mid log phase by seeding
cultures at 1 × 106 cells/mL, and collected for RNA isola-
tion when the culture density reached 6.1 × 106 cells/mL
(mid-logarithmic phase of growth). Total RNA was iso-
lated using the AurumTM Total RNA Mini Kit (Biorad),
and treated with RNAse-free DNAse I. RNA samples were
quantified by absorbance at 260 nm using the Nanodrop
ND-1000 (Thermo Scientific), all samples showed an
A260/A280 ratio higher than 2.0. In addition, RNA integrity
was checked in a bioanalyzer (Agilent 2100).
RNA-seq and data processing
RNA-seq was performed at the Massive Sequencing
Platform of Cantoblanco (CSIC-PCM, Madrid, Spain).
Standard libraries for massive sequencing were gener-
ated using the TruSeq RNA Sample Prep Kit (Illumina).
Briefly, poly-A+ RNA was selected by oligo-dT chroma-
tography, and RNA fragmentation was achieved using
divalent cations under elevated temperature. Afterwards,
these fragments were used to generate a cDNA library,
and cDNA fragments corresponding in size to about 300-
400 bp were selected on an agarose gel. Two cDNA librar-
ies were constructed: first strand synthesis of one of them
was initiated with only random hexadeoxynucleotide
primers (Illumina standard protocol); however, for the first
strand synthesis of the second library, we introduced as an
additional component the 5’-T15VN-3’ oligonucleotide to-
gether with the random hexamer primers present in the
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kit. Afterwards, the second strand of the cDNA was syn-
thesized. The cDNA ends were repaired and adenylated,
subsequently adapters were added at both ends. Finally,
the library was enriched in ligated fragments by limited
PCR amplification. Sequencing was carried out in a GAIIx
Illumina system. Each library was sequenced in two sepa-
rated lines. Single reads of 75 nucleotides were obtained,
and raw reads were subject to quality-filtered using the
standard Illumina process and analyzed using FASTQC
tool [18]. Reads were mapped to the last assembled version
of L. major genome, obtained from the Sanger Institute
(ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Leishmania/major/
V6_211210/), using Bowtie [19]. In the alignment of reads,
a maximal of three mismatches was allowed within the
whole read (aligner V mode). Nevertheless, in order to se-
lect the best alignment in terms of number of mismatches,
the option “—best” was used. Also, the option “-k1” was
elected, i.e. if in the course of the search Bowtie found 2
(or more) possible alignments for a given read, the pro-
gram selected one of the alignments at random. We ana-
lyzed different alignment conditions in terms of multi-hits
in order to obtain the best and accurate results from our
data. Allowing up to 10 multi-hits for a single read, the
main differences with the transcripts assembled with no
multi-hits restriction were found at gene-tandem repeat re-
gions. In those regions the assembled transcripts were re-
duced to the UTRs, losing the coding regions. Therefore,
no restriction in the number of multi-hits was introduced,
except for SL-containing reads, in which reads mapping to
more than 10 sites were excluded for further analysis. Fi-
nally, mapped reads were assembled into transcripts using
Cufflinks [20].
Identification of trans-splicing and polyadenylation sites
Among the non-aligned reads, a search for reads
containing 8 (or more) nucleotides identical to the 3’-end
of the SL sequence (AACTAACGCT ATATAAGTAT
CAGTTTCTGT ACTTTATTG) was performed using a
custom Perl script. No mismatches were allowed. After-
wards, the SL-matching nucleotides were stripped from the
reads and the remaining sequence was used to map the pos-
ition of the trans-splicing site in the reference genome. Simi-
larly, reads spanning potential polyadenylation sites were
extracted from the non-aligned sequences by an in house
Perl script, which finds reads with A-runs (higher than 5 nu-
cleotides in length) located at an end of the read sequence.
These reads were mapped back to the reference genome.
Additional sequencing analysis tools
Samtools software [21] was used to interconvert alignment
formats, and to assign the annotated genes to transcripts
generated from Seqdata, a local version of Blastx program
[22]. The IGV browser was used [23] for visualization of
mapped reads and assembling of transcripts to its genome
context. Consensus sequences were analyzed using a local
version of WebLogo tool [24]. BLAST searches for se-
quence homologies were performed in the following data-
bases: GeneDB [25], TritrypDB [26] and GenBank at the
NCBI [27].
Results and discussion
RNA-seq data and delineation of transcripts
RNA isolated from an axenic culture of L. major
promastigotes (Friedlin strain, clone V1) was sequenced,
after poly(A) + selection, on an Illumina GAII platform
generating a total of 14 656 121 sequence reads (75-nt
long). RNA-seq data from this study have been submit-
ted to the EBI-ENA Sequence Read Archive (SRA)
under accession number ERP002077. Allowing up to
three mismatches, 14 027 356 reads (95.71%) were
aligned to the reference L. major Friedlin genome [13].
After initial assembling, it was possible to define a total
of 6937 transcripts; a number lower than the 8272
protein-coding genes previously predicted to exist in the
L. major genome [13]. However, as shown in Figure 1,
this difference was not derived from a low coverage of
RNA-seq data. Instead, the transcript assembly indicated
that most of the Leishmania genome seems to be tran-
scribed, and many assembled transcripts contain two or
more annotated coding-genes (Figure 1). In fact, the
genome coverage of the RNA-seq reads generated in this
study was around 90.75%, even though reads for tRNAs,
SL-RNAs and other small RNAs were not obtained. Sev-
eral possibilities may be envisioned to accommodate this
observation. First, existence of stable polycistronic tran-
scripts; however, to date there are not descriptions of
mature polycistronic transcripts in Leishmania. Never-
theless, the existence of a functional bicistronic tran-
script has been demonstrated in T. cruzi [28]. A second
possibility is that some RNA processing intermediates
with larger half-life may be represented in the RNA-seq
reads. This hypothesis is very plausible as there are many
reports describing processing intermediates that are
clearly detected by Northern blot analysis. For example,
at least 10 stable cytoplasmic poly(A) + RNAs, ranging
in size from 1.7 to 13 kb and related to the 3.2-kb
DHFR-TS mRNA have been observed in antifolate-
resistant Leishmania promastigotes [29]. In other stud-
ies, polycistronic intermediates were demonstrated using
a combination of genic and intergenic probes [30].
Third, antisense transcription might be contributing to
create polycistronic transcript, since RNA-Seq data were
derived from non-oriented, unidirectional sequencing of
RNA molecules. There are several reports describing the
existence of antisense transcription in Leishmania. For
example Monnerat and co-workers [31], analyzing the
transcriptional activity of a 30-Kb region from L. major
chromosome 27, found that while the non-coding strand
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generally appears to be transcribed at levels close to
background, several regions appeared to be transcribed
at significant levels, albeit still substantially lower than
the coding strand. A fourth possibility, a background de-
rived from sequencing of contaminating DNA, may be
discarded, since there are many intergenic regions from
which there were no reads (see gaps without reads on
Figure 1A). However, if DNA contamination were
present in the RNA samples, reads should be mapped to
all chromosomal locations.
In order to further delineate Leishmania transcripts, we
took advantage of the expected addition of the 39-
nucleotide long mini-exon sequence at the 5’-end of all
Leishmania mRNAs [32,33]. Thus, we searched among the
non-aligned reads (628 765; 4.29% of total reads) for se-
quences containing at the 5’-end eight (or more) nucleo-
tides identical to the 3’-end of the mini-exon sequence. A
total of 188 398 sequence reads met these criteria. After
trimming the mini-exon sequences, these reads were
aligned to the L. major genome (Figure 1B) and, as a result,
22 592 different mini-exon addition sites were defined.
Interestingly, only 44, of the 188 398 reads containing SL
sequences, were mapped in antisense orientation (related
to the coding strand), suggesting that trans-splicing occurs
almost exclusively in sense transcripts and that antisense
transcripts (if produced at meaningful levels) should not be
processed by the addition of mini-exon sequences. In a
recent published work [8], the authors describe the role
that base J plays in termination of RNAP II transcrip-
tion in L. tarentolae, mentioning that the vast majority
of SL-containing reads were restricted to the coding
strand. Proper transcription termination and avoidance
of readthrough of transcriptional stops seemed to be
vital for Leishmania [8].
As illustrated in Figure 1, most of the SL-containing reads
mapped at expected locations, i.e. upstream of annotated
genes and a significant number of reads were found for
each putative splicing acceptor site (considering both main
and alternative sites). However, exceptions for this rule were
also found. Thus, from time to time, single reads containing
SL sequences were mapped at unexpected positions, such
as coding sequences or 3’-UTRs. Furthermore, the position
of those reads was not accompanied by a breakdown in the
reads density as occurs for the rest of SL addition sites. A
plausible interpretation for these findings is that the trans-
splicing machinery generates a low, but detectable number
of events in which the mini-exon is misplaced. Keeping in
mind this idea, we excluded in the transcript defining
process those mini-exon addition sites that were defined
by a sole read and located at unexpected positions.
Finally, using as criterion for defining the 5’ end of a
transcript the location of a SL addition site, most of the
A
E LmjF.07.T0590
LmjF.07.T0600 LmjF.07.T0615
LmjF.07.T0610 LmjF.07.T0620
LmjF.07.T0630
LmjF.07.T0640
D Transcript.669 Transcript.670 Transcript.665
C LmjF.07.0590 LmjF.07.0600 LmjF.07.0610 LmjF.07.0615 LmjF.07.0620 LmjF.07.0630 LmjF.07.0640
B
Figure 1 Transcript assembling and annotation from RNASeq data. The figure shows a region of the chromosome 7. Panel A: reads aligned
in this region; a small window of the total mapped reads is shown (bottom panel); the relative coverage (logarithmic scale) is depicted as a sky-
line on the panel. Each vertical dash represents a read. Reads aligned with the plus strand of the chromosome are shown in pink and those
aligned with the minus strand in violet (note that the direction of the reads was assigned arbitrarily, as sequencing was not oriented). Panel
B: mapping of SL-containing reads. Panel C: previously annotated L. major genome (GeneDB database). Panel D: crude transcripts as assembled
by Cufflinks. Panel E: new transcript annotation after mapping of both SL addition sites and the 3’ ends generated by polyadenylation. The
images were generated after loading the RNA-seq data in the Integrative Genomics Viewer (IGV 2.1) [23].
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polycistronic transcripts obtained after the initial assem-
bling could be split up, giving a total number of 10 285
transcripts (Table 1). Only 73 of these transcripts
remained as polycistronic, with 72 bicistronics and one
tetracistronic (LmjF.30.T1460-1470-1480-1490). It would
be interesting to analyze whether these bicistronic
transcripts really exist or they are only evidencing
current annotation deficiencies in the L. major database.
A detailed list of the L. major transcriptome is provided
as an Additional file 1. Transcripts were named using
the systematic identifiers for the annotated genes [13],
and were interdigitated numbers to name the new tran-
scripts. In order to distinguish between transcript and
genes, a T preceding the transcript number was included.
By way of example, Figure 1 (panel C) shows the previously
annotated genes existing in a region of chromosome 7, and
in panel E are shown the new transcripts (and their names)
mapped at that chromosomal region.
With the sole exception of genes LmjF.02.0400, LmjF.09.0690,
LmjF27.0280, LmjF33.1760, LmjF35.2600 and LmjF35.2610,
transcripts were found for all the currently annotated genes at
GeneDB database [25]. These six genes code for hypotethical
proteins, but, at least, gene LmjF35.2610 seems to be enco-
ding a protein since the predicted amino acid sequence
contains a region with similarity to ubiquitin and also an
AT hook, DNA-binding motif; furthermore, the gene is
present in other Leishmania species [26]. Thus, the lack of
expression of these genes, and in particular of LmjF35.2610,
in L. major promastigotes is a finding that would merit
further studies.
Interestingly, 1884 new transcripts were found span-
ning genomic regions lacking annotated genes; hence,
they were categorized as non-annotated genes (Table 1).
These findings suggest that the gene content of L. major
would be approximately 20% higher than previously be-
lieved [13]. Similar results have been reported after deter-
mining the T. brucei transcriptome by RNA-seq [34].
Nevertheless, it is likely that many of these new transcripts
may have roles other than protein-coding function; some
may even be merely processing products resulting from
the unusual polycistronic gene organization and process-
ing of the Leishmania genome. In this regard, non-coding
transcripts, derived from intercoding regions of T. brucei
VSG genes, were found to be trans-spliced, polyadenylated
and present in polyribosomes [35]. Therefore, the new
transcripts described in this work might be considered
non-coding (nc) RNAs until shown to be otherwise.
Concerning the 5’-end mapping, we have shown that
410 annotated genes are mis-predicted, regarding the
translation start codons, as splice acceptor sites were
found exclusively downstream of the previously assigned
ATG. An example for a clear mis-annotation is shown in
Figure 2. Thus, three SL addition sites were found to
exist in the middle of the ORF currently annotated as
LmjF.04.0860; however, no SL addition sites were found
at the 5’ end of the annotated gene and no reads were
mapped at the region coding for the N-terminal moiety
of LmjF.04.0860. Translation from the nearest ATG
codon found after the main SL addition site gives a protein
corresponding to the last 240 amino acids of the annotated
Table 1 Transcriptome of Leishmania major promastigotes
Chromosome Number of
transcripts
Bicistronic
transcripts
Non-
annotated
genes
Mis-
annotated
genes (*)
1 92 7 1
2 93 2 19 9 (1)
3 110 13 9
4 140 1 11 14 (1)
5 146 1 22 4 (2)
6 154 19 7 (3)
7 158 28 6 (7)
8 171 1 36 3 (1)
9 189 1 21 6 (3)
10 175 4 32 5 (4)
11 171 1 34 1 (2)
12 183 41 12 (1)
13 207 1 38 7 (5)
14 194 35 5 (2)
15 196 2 28 11 (2)
16 213 1 37 8 (3)
17 211 1 52 5
18 242 70 5 (2)
19 216 38 4 (1)
20 215 5 40 9
21 264 37 11 (2)
22 214 45 7 (1)
23 253 3 53 8 (3)
24 286 1 48 14 (1)
25 302 4 50 22 (1)
26 330 51 10 (2)
27 340 2 59 10 (1)
28 403 1 84 13 (2)
29 372 3 77 10
30 465 2ª 69 11 (3)
31 463 5 126 51 (12)
32 509 6 85 25 (4)
33 492 5 115 13 (4)
34 570 6 88 25 (1)
35 673 5 133 9 (10)
36 873 9 143 40 (7)
Genome 10285 73 1884 410 (94)
*In brackets is indicated the number of genes that might be truncated by
addition of SL in secondary trans-splicing sites.
aTranscript LmjF.30.T1460-1470-1480-1490 is tetracistronic.
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LmjF.04.0860 protein (Figure 2B). Interestingly, the new
protein is similar in size and sequence to that encoded by
the gene Tb927.9.8290, which has an authentic annotation
in the T. brucei databases (Figure 2C). In the GeneDB
database this hypothetical protein is categorized as con-
served, since it is also encoded in the genomes of T. cruzi
and other Leishmania species. As a structural feature, the
protein contains the domain SSF55129, which is typical of
the ribosomal protein L30p/L7e superfamily. In summary,
these data support the conclusion that mature mRNAs
containing the LmjF.04.0860 ORF, as annotated in the
GeneDB database, do not exist.
On the other hand, for 94 annotated genes, alternative
splice addition sites were mapped into the ORF, suggesting
that different proteins might be generated from a single
gene. In this regard, there is a documented case of alterna-
tive trans-splicing in the T. cruzi LYT1 gene, in which the
different maturation of the mRNA leads to the expression
of protein isoforms showing different compartmental and
functional properties [36]. Overall, our transcriptomic
study has uncovered that the current annotation of the
L. major genome had clear limitations that are corrected
by the data reported in this work.
Determination of RNA levels from RNA-seq data
RNA-seq is an accurate method for quantifying transcript
levels. The strength of this method is that it produces digital
counts of transcript abundance, in contrast to the analog-style
signals obtained from fluorescent dye–based microarrays.
This technique has been validated by several studies and
found to be highly reproducible, with very little technical vari-
ability and can measure mRNA levels over several orders of
magnitude [37,38]. A useful parameter is FPKM (fragments –
or reads- per kilobase of transcript per million mapped
reads), which reflects the abundance of a transcript in the
sample by normalizing for RNA length and for the total
read number in the measurement [39]. Thus, the presence
and abundance of a given RNA can be calculated and sub-
sequently compared with the amount in any other se-
quenced sample, now or in the future.
Table 2 contains a list with the 50 most abundant tran-
scripts detected in promastigotes of L. major. Two of the
top three on the list are transcripts corresponding to the
heat shock protein 70 (HSP70); this finding is not unex-
pected taking into account that this protein make up
2.1% of the total protein in unstressed Leishmania
promastigotes [40]. Additionally, the fact that 20 out of
50 correspond to transcripts encoding ribosomal proteins
might indicate that a direct correlation between tran-
script levels and protein abundance would be a general
rule in Leishmania. Another conspicuous observation is
that 18 out of the 50 most abundant transcripts derive
from genes located on chromosome 35. However, at first
glance, these genes do not seem to be concentrated at
specific regions of the chromosome; rather they seem to
be randomly distributed. Other abundant transcripts are
those encoding nucleoside transporters, histone H4, pep-
tidases, cyclophilin, LACK and tubulins (Table 2). Two
abundant transcripts, LmjF.35.T2220 and LmjF.35.
T2210, encode KMP-11, a protein found tightly associ-
ated with lipophosphoglycan, the major cell surface
glycoconjugate of Leishmania promastigotes [41]. In
addition, there are other transcripts encoding for hypo-
thetical proteins that are expected to be abundant ones.
Thus, transcripts LmjF.31.T0900 (the fifth on the list)
would be coding for a hypothetical, small protein (79
amino acids), annotated as LmjF31.0900, which is also
present in the genomes of related trypanosomatids.
Interestingly, this transcript was identified in previous
studies to be both abundant and differentially expressed
in promastigotes by using oligonucleotide microarrays
[42], and one of the most abundant transcripts in
metacyclic L. major grown in culture by using SAGE meth-
odologies [43]. Another abundant transcript, LmjF.31.
T0966, located at a region lacking annotated genes contains
high sequence identity with gene LmjF31.0900. The struc-
tural relationship between both transcripts (LmjF.31.T0900
and LmjF.31.T0966) and the functional role of the encoded
protein (LmjF31.0900) are two aspects that merit further
studies. Transcript LmjF.36.T3620, containing the anno-
tated LmjF36.3620 gene and coding for a hypothetical pro-
tein, was also found among the most abundant transcripts
in L. major promastigotes [42] and metacyclics forms [43].
On the other hand, five transcripts (LmjF.19.T0983,
LmjF.20.T1285, LmjF.31.T0964, LmjF.31.T0895, and LmjF.35.
T4191), among the most abundant in L. major promastigotes
(Table 2), do not contain previously annotated genes. The
sequence of transcript LmjF.19.T0983 was found to be
conserved in the genomes of different Leishmania species
(L. braziliensis, L. donovani, L. mexicana and L. infantum)
but conserved sequences were not detected in the genomes
of related trypanosomatids (i.e. T. brucei and T. cruzi). Inte-
restingly, a cDNA (named DRS-2) derived from this tran-
script was previously described in L. major as an mRNA
whose expression increases during metacyclogenesis [15].
Similarly, sequences homologous to transcript LmjF.31.
T0964 were found in the genomes of all Leishmania spe-
cies sequenced to date, but absent in the genus
Trypanosoma. The sequences of transcripts LmjF.20.T1285,
LmjF.31.T0895 and LmjF.35.T4191 were found to be well
conserved in the genomes of L. donovani, L. mexicana and
L. infantum, but seemed to be absent from the L.
braziliensis genome. It is clear that a challenge for the fu-
ture will be to understand the nature (coding or not) of
these transcripts, and certainly for the additional 1879 new
transcripts that have been described in this work (Table 1).
Tandemly repeated, multi-copy gene loci are frequent in
the Leishmania genome [11]. In fact, the list shown in
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1 ATGAGGCGGT GCGTCATGGC CAAGGGCGAG GATCCCGCTC ATGTGGCGGG CTGGGACGAC
M  R  R  C   V  M  A   K  G  E   D  P  A  H   V  A  G   W  D  D   
61 CGTCAGGACG CGGTCGAGTG GTGGTGGACG GAGGCAAACG ACTCCAGGGG ACGCCAACGA
R  Q  D  A   V  E  W   W  W T   E  A  N  D   S  R  G   R  Q  R   
121 TTGGAAGCTG CTGCTGCTGT GGCGGCGGCG GCGGCGTCCT CAACTGTGGG TCTCCCTCTT
L  E  A  A   A  A  V   A  A  A   A  A  S  S   T  V  G   L  P  L   
181 TTTCCGCGCT TCTCACCAGG CCGACGACGA CGACGCCGCC CGCCCGCCCC CCCCCCTCCT
F  P  R  F   S  P  G   R  R  R   R  R  R  P   P  A  P   P  P  P   
241 CCTCCTCCTC TGTTCCTCAG CCGCCACCTC CACAGCATGC CGTGGTTATG GTGCACATGC
P  P  P  L  F  L  S   R  H  L   H  S  M  P   W  L  W   C  T  C     
301 GTCAAGATGC AGATGTACTA CACGCCTACT GCTCTCACGT GTCCTCTCTC CAACTCTCTC
V  K  M  Q   M  Y  Y   T  P  T   A  L  T  C   P  L  S N  S  L   
361 GCTGCGCATG TGGGCCACAT CATCGTTGGC GTGGCGGCGC TGCTGCCTTA TTCTATGCTC
A  A  H  V   G  H  I   I  V  G   V  A  A  L   L  P  Y   S  M  L   
421 CTCTTTCTCA CTGTGATGTG CAACCCGCGC AAACATGAGC CCGTGCTCCG AGCACAGCGG
L  F  L  T   V  M  C   N  P  R  K  H  E  P   V  L  R   A  Q  R   
481 ATACGTTGGT TGACTTTCCA CTCGCTCATG TTCCGACTTC TTCGATGCAT CACCGCCTCG
I  R  W  L   T  F  H   S  L  M F  R  L  L   R  C  I   T  A  S   
541 CCGGCTGTGG CAGCAAGCGT CGCAGTCGCA GCAGCCCAAA CACCGACCAG CCTGCGCCCT
P  A  V  A   A  S  V   A  V  A   A  A  Q  T   P  T  S   L  R  P     
601 GCTGCGGTGT GCCGCCGTGG TGTTCACTTA GCACCGTCCG TACTAGCCGC GTCGGCACCA
A  A  V  C   R  R  G   V  H  L   A  P  S  V   L  A  A   S  A  P   
661 CCGCCGCCGC CGCAGCAGCA GCAGCAGCCG ACTTCCGCCG CAGTACCGGC AAGCACCGCC
P  P  P  P   Q  Q  Q   Q  Q  P   T  S  A  A   V  P  A   S  T  A   
721 ACGTCGACGA CGACCATCGC GGCTGGTCCC TACCGCCGCG TCGGGAATGT GTTCATCGTT
T  S  T  T   T  I  A   A  G  P Y  R  R  V   G  N  V   F  I  V   
781 ACGTGCATCG ACCACCCCTT CAAGTTCTCG TGGGAGGTGA ACCGCATGCT GCGCGAGCTC
T  C  I  D   H  P  F   K  F  S   W  E  V  N   R  M  L   R  E  L   
841 CGCCTGGAGT TCATGGGGCA GACTACCGTC GTGCCGGACA TCCCGCCAGT GCGAAAGCGA
R  L  E  F   M  G  Q   T  T  V   V  P  D  I   P  P  V   R  K  R     
901 ATTTGGCGGG TGCGCCACGT TGTCCGCGTC GACCAGCTCG ACCTCGACGA AGCGAAGGCG
I  W  R  V   R  H  V   V  R  V   D  Q  L  D   L  D  E   A  K  A   
961 CTCATCGGGA TTCCGGAGCA CATCTCATTT CGTGATTTGG CGGGGCAGAT CCCACCAACG
L  I  G  I   P  E  H   I  S  F   R  D  L  A   G  Q  I   P  P  T   
1021 TTTGGCCGGG GCGGCTCCGT CGCCAACCCG CACATGCGCA GCAAGATGAA CTTTATGCGA
F  G  R  G   G  S  V   A  N  P   H  M  R  S   K  M  N   F  M  R   
1081 CTGCGGCGCA TGCGGCTGCG TGACGTGATG CACCGCGATC AGCTTGAGAA ACGGCTCCTG
L  R  R  M   R  L  R   D  V  M   H  R  D  Q   L  E  K   R  L  L   
1141 GAAGAAAGGC ATCATGCACT GCAGCAGCAG CAGCAGCAGC AGCAGGGTGG TGGCGAAGCA
E  E  R  H   H  A  L   Q  Q  Q   Q  Q  Q  Q   Q  G  G   G  E  A     
1201 GCAGCAGCAG CAGCAGCGAC GACTGCGTAA                      
A  A  A  A   A  A  T   T  A  *    
C
LmjF.04.T0860 MFRLLRCITASPAVAASVAVAAAQTPTSLRPAAVCRRGVHLAPSVLAASAPPPPPQQQQQPT
Tb927.9.8290 MMRRMWVPTFS-----------AQ-----------QQHLHHAMGLKMLTYASTPSGSG-V-T
LmjF.04.T0860  SAAVPASTATSTTT-IAAGPYRRVGNVFIVTCIDHPFKFSWEVNRMLRELRLEFMGQTTVVP
Tb927.9.8290    SAASNEEMNLHDAAAIAPGPYRRVGNIFIVHCDDHPFKHSWEVNRMLRELRLEFKGQTTIVP
LmjF.04.T0860  DIPPVRKRIWRVRHVVRVDQLDLDEAKALIGIPEHISFRDLAGQIPPTFGRGGSVANPHMRS
Tb927.9.8290  DIPQVRKRIWRVRHIVKVDVLDLDEAKALIGVPEHISFTDLASQLPPSFGRVKAVPSPVIRS
LmjF.04.T0860  KMNFMRLRRMRLRDVMHRDQLEKRLLEERHHALQQQQQQQQGGGEAAAAAAATTA
Tb927.9.8290    KMNFMKLRRMRLRDVLHRDALELRLLELKRSAMKNAEQQKHAQKDERTDNKEGEKC 218
A
LmjF.04.0860
LmjF.04.T0860
Reads mapping
SL-Reads
GeneDB annotation
Transcript annotation
Figure 2 Mis-annotation of LmjF04.0860 gene. (A) Upper panels show the mapping of RNA-seq reads (either total or SL-containing reads) in
the genomic region containing the annotated LmjF04.0860 gene; the bottom panel contains the transcripts delimited in this region. Arrows
indicate SL addition sites, the red arrow points at the main SL addition site. Reads aligned with the plus strand of the chromosome are shown in
violet and those aligned with the minus strand in pink (note that the direction of the reads was a consequence of sequencing process, as
sequencing was not oriented). (B) Nucleotide sequence (and predicted amino acid sequence) of the LmjF04.0860 gene as annotated in the
GeneDB database [25]. Shaded in gray is shown the position of the main AG dinucleotide used for trans-splicing in the LmjF.04.T0860 transcripts,
and underlined are those AG dinucleotide representing alternative SL addition sites. Shaded in green it is shown the first ATG found downstream
the SL addition sites. (C) Alignment between the protein predicted in the LmjF.04.T0860 transcript and the Tb927.9.8290 protein annotated in the
T. brucei GeneDB database [25]. Identical amino acids are shaded in gray.
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Table 2 The 50 most abundant transcripts in L. major promastigotes
Transcript Genea FPKMb (±SD) Remarksc
LmjF.28.T2770 LmjF28.2770 1357.39 ± 5.12 heat-shock protein (HSP70; gene HSP70-II)
LmjF.35.T0240 LmjF35.0240 1034.68 ±12.39 ribosomal protein L30
LmjF.28.T2780 LmjF28.2780 987.24 ± 4.45 heat-shock protein hsp70 (HSP70; gene HSP70-I)
LmjF.36.T1940 LmjF36.1940 952.68 ± 4.37 inosine-guanosine transporter (NT2)
LmjF.31.T0900 LmjF31.0900 809.07 ± 7.12 hypothetical protein, conserved
LmjF.28.T2205 LmjF28.2205 792.33 ± 8.16 ribosomal protein S29
LmjF.35.T2220 LmjF35.2220 780.12 ± 5.99 kinetoplastid membrane protein-11 (KMP11)
LmjF.19.T0983 Non-annotated 674.85 ± 5.26 -
LmjF.35.T0600 LmjF35.0600 672.00 ± 5.81 ribosomal protein L18a
LmjF.06.T0010 LmjF06.0010 666.85 ± 8.31 histone H4
LmjF.35.T3800 LmjF35.3800 617.33 ± 7.36 ribosomal protein L23
LmjF.36.T3620 LmjF36.3620 616.48 ± 5.07 hypothetical protein, conserved
LmjF.35.T2210 LmjF35.2210 603.26 ± 4.69 kinetoplastid membrane protein-11 (KMP11)
LmjF.28.T2460 LmjF28.2460 596.61 ± 6.27 ribosomal protein S29
LmjF.20.T1285 Non-annotated 560.05 ± 5.48 -
LmjF.31.T0964 Non-annotated 539.44 ± 5.07 -
LmjF.31.T0895 Non-annotated 524.19 ± 10.51 -
LmjF.35.T3290 LmjF35.3290 514.13 ± 5.67 ribosomal protein L31
LmjF.13.T0570 LmjF13.0570 496.01 ± 5.02 ribosomal protein S12
LmjF.35.T3790 LmjF35.3790 493.33 ± 8.18 ribosomal protein L23
LmjF.35.T4191 Non-annotated 490.94 ± 5.15 -
LmjF.35.T3760 LmjF35.3760 483.03 ± 7.04 ribosomal protein L27A/L29
LmjF.30.T3340 LmjF30.3340 482.87 ± 5.89 ribosomal protein L9
LmjF.35.T2050 LmjF35.2050 464.76 ± 5.1 ribosomal protein L32
LmjF.08.T0640 LmjF08.0640 452.92 ± 3.18 hypothetical protein
LmjF.14.T0850 LmjF14.0850 451.18 ± 3.65 calpain-like cysteine peptidase
LmjF.35.T1910 LmjF35.1910 448.56 ± 5.89 ribosomal protein L15
LmjF.35.T0420 LmjF35.0420 446.58 ± 5.12 ribosomal protein S3A
LmjF.35.T1920 LmjF35.1920 446.57 ± 9.14 ribosomal protein L36
LmjF.25.T0910 LmjF25.0910 436.47 ± 3.61 cyclophilin a
LmjF.35.T3780 LmjF35.3780 427.63 ± 4.95 ribosomal protein L27A/L29
LmjF.28.T2740 LmjF28.2740 426.82 ± 4.82 activated protein kinase c receptor
LmjF.13.T0450 LmjF13.0450 425.12 ± 4.7 hypothetical protein, conserved
LmjF.20.T1280 LmjF20.1280 424.16 ± 3.22 small myristoylated protein 4
LmjF.31.T0966 Non-annotatedd 419.44 ± 8.52 hypothetical protein, conserved
LmjF.28.T2750 LmjF28.2750 414.41 ± 4.15 activated protein kinase c receptor
LmjF.31.T1170 LmjF31.1170 414.01 ± 3.8 hypothetical protein
LmjF.35.T0410 LmjF35.0410 411.95 ± 4.52 ribosomal protein S3A
LmjF.15.T1240 LmjF15.1240 410.71 ± 3.38 nucleoside transporter 1
LmjF.24.T2230 LmjF24.2230 409.67 ± 3.11 hypothetical predicted multi-pass transmembrane protein
LmjF.35.T3280 LmjF35.3280 406.24 ± 5.44 ribosomal protein L31
LmjF.35.T0400 LmjF35.0400 403.61 ± 4.43 ribosomal protein S3A
LmjF.24.T1280 LmjF24.1280 403.46 ± 3.63 amastin-like surface protein
LmjF.13.T0370 LmjF13.0370 403.05 ± 3.84 alpha tubulin
LmjF.35.T1670 LmjF35.1670 403.05 ± 6.46 ribosomal protein L26
LmjF.13.T0360 LmjF13.0360 403.04 ± 3.84 alpha tubulin
LmjF.13.T0350 LmjF13.0350 399.2 ± 3.82 alpha tubulin
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Table 2 contains several examples: genes LmjF.28.2770
and LmjF.28.2780, coding for HSP70; LmjF.35.3790 and
LmjF.35.3800, coding for ribosomal protein L23;
LmjF.35.2220 and LmjF.35.2210, coding for KMP-11;
LmjF35.0420, LmjF35.0410 and LmjF35.0400, coding for
ribosomal protein S3A; LmjF28.2740 and LmjF28.2750,
coding for activated protein kinase c receptor (also known
as LACK in Leishmania [44]); and the five LmjF13.0330-
0370 genes, coding for alpha tubulin. More frequently, the
tandemly arranged genes have identical or highly con-
served sequences in their protein coding regions. When
RNA-seq reads are mapped at two or more places in the
reference genome, due to sequence identity, the assem-
bling algorithms, as that used in this study, make an equal
distribution of the reads among the putative transcripts.
Obviously, this fact may lead to miscalculation of the ex-
pression levels when two transcripts share conserved
regions but also contain divergent ones. This can be illus-
trated analyzing the expression levels of transcripts de-
rived from the HSP70 locus, i.e. transcripts LmjF.28.T2770
and LmjF.28.T2780 (Table 2). Two types of genes, HSP70-
I and HSP70-II, are present in different Leishmania spe-
cies [45]. Both types of genes have identical 5’-UTR and
coding sequences, but divergent 3’-UTRs; in addition, ana-
lysis of the steady-state mRNA levels in L. infantum
promastigotes indicated that transcripts derived from the
HSP70-II gene are one order of magnitude more abundant
than HSP70-I transcripts [46]. Indeed, according to the
FPKM values shown in Table 2, the level of HSP70-II tran-
scripts (i.e. LmjF.28.T2770 transcript) is higher than the
level of HSP70-I transcripts (i.e. LmjF.28.T2780); however,
the difference is lower than expected. Fortunately, the
counter nature of the RNA-seq data allows defining with
precision the transcription level of a particular region of a
given gene, and Figure 3A shows the results of this ana-
lysis for the HSP70 locus. While, as expected, the reads
mapped to the 5’-UTR + CDS of both genes are equiva-
lent, the number of reads containing sequences belonging
to the 3’UTR of HSP70-II gene (LmjF.28.2770) was 6,24
fold higher than the number of reads corresponding to the
3’UTR of HSP70-I gene (LmjF.28.2780), even though the
3’-UTR lengths are very similar (1096 and 1084 nucleo-
tides, respectively). These results indicate that the steady-
state level for LmjF.28.T2770 (HSP70-II) transcripts is
clearly higher than that for LmjF.28.T2780 (HSP70-I)
transcripts, giving similar results to those determined by
classical methods of mRNA expression levels [46]. Thus,
this analysis demonstrated the usefulness of RNA-seq for
studies of transcript abundance, and the necessity, how-
ever, of knowing and taking into account the differences
in the UTR in order to determine transcript levels in a
more accurate manner. To further illustrate the useful-
ness of RNA-seq for determining transcript abundance,
we searched for another repeated genes among the more
abundant transcripts listed in Table 2. We selected those
coding for ribosomal protein L23 (Figure 3B). In the
L. major genome database [25], there are two tandemly
linked L23 genes (LmjF.35.3790 and LmjF.35.3800). A se-
quence comparison showed that both genes have identical
coding regions, but marked differences both in length and
sequence in the 3’-UTRs. According to the number of
reads obtained for each region of the genes, it was evident
that transcript LmjF.35.T3800 would be more abundant
than transcript LmjF.35.T3790 in the promastigote stage.
Thus, after correcting by the length of the 3’-UTRs (93
nucleotides for gene LmjF.35.3790 and 299 nucleotides for
gene LmjF.35.3800), the relative steady-state level of tran-
script LmjF.35.T3790 was estimated to be 3-fold lower
than that for transcript LmjF.35.T3800.
On the other hand, our analysis evidenced a negligible
level of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the as-
sembled transcripts regarding the reference genome; this is
a surprising discovery taking into account that Leishmania
is an aneuploid organism, in which disomic and triso-
mic chromosomes are more frequently observed than
monosomic ones [47,48]). Similarly, this very low rate
of heterozygosity was noted when sequencing the L.
major genome [13] and, more recently, when Rogers
and co-workers re-sequenced the L. major genome
using the Illumina methodology [48].
Heterogeneity of trans-splicing and polyadenylation sites
The addition of a 39-nt mini-exon (or spliced leader, SL)
to the 5’ end of all mRNAs in Leishmania and related
trypanosomatids provides the 5’ cap structure for mRNA
translation [32]. As noted above, we have obtained a large
number of mini-exon-containing reads and this facilitated
the 5’ end-mapping for most transcripts. Furthermore, we
mapped two or more SL addition sites for around 50% of
the genes, suggesting the existence of a remarkable
Table 2 The 50 most abundant transcripts in L. major promastigotes (Continued)
LmjF.13.T0380 LmjF13.0380 399.06 ± 3.82 alpha tubulin
LmjF.33.T3230 LmjF33.3230 396.93 ± 7.5 ribosomal protein L44
LmjF.13.T0330 LmjF13.0330 396.86 ± 3.81 alpha tubulin
a GeneDB identification code.
b FPKM, fragments (reads) per kilobase per million mapped reads.
c Hypothetical: predicted by informatics tools; conserved: present in other trypanosomatids (i.e. T. brucei and T. cruzi genome).
d This transcript has 97% of sequence identity with gene LmjF31.0900.
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heterogeneity in the selection of the SL addition site. A
similar observation has been reported in RNA-seq studies
carried out in a related trypanosmatid,T. brucei [34,49,50].
For bioinformatics analyses, when the distance between
two consecutive SL addition sites was lower than 500 nu-
cleotides, they were considered alternative addition sites
for a given gene. Furthermore, taking into account the
numbers of reads mapping at each site, they were catego-
rized as either main addition sites or alternative splicing
sites. Thus, SL addition sites were separated into two cat-
egories: i) main SL addition sites, including unique SL
addition sites or the most frequent SL addition sites when
two or more sites were mapped in the same transcript; ii)
alternative SL addition sites, i.e. the rest of SL addition
sites in transcripts containing two of more SL addition
sites. In order to avoid possible bias, SL-containing reads
mapping to ten or more different genomic positions were
excluded from this analysis. Most of these “multi-hit”
reads mapped to the 5’-UTR of gene families containing
ten or more members (Crespillo et al, manuscript in prep-
aration). Finally, a total of 9530 SL addition sites were
classified as main sites and 4531 as alternative ones.
Looking for sequence signatures associated with the SL
addition sites, a compositional analysis in the ± 40 nucleo-
tide region surrounding the SL addition site was carried
out (Figure 4). Addition of SL occurs after the well-known
AG dinucleotide, even though a slight difference was ob-
served between main and alternative sites. Thus, whereas for
the main SL addition sites, the A and G frequencies were
99.82% and 99.87%, respectively, for the alternative sites the
A and G frequencies were 97.26 and 99.23%. Additionally, in
agreement with previous analysis [51], a preference for a C
LmjF.28.2770
   (HSP70-II)
LmjF.28.2780
   (HSP70-I)
Chr28
1 Kb
LmjF.28.T2770 LmjF.28.T2780
23537 377344788 44815Reads:
A
B
LmjF.35.3790
   (L23)
Chr35
0.5 Kb
LmjF.35.T3790 LmjF.35.T3800
373 38193254 3291Reads:
LmjF.35.3800
   (L23)
Figure 3 Relative expression levels of transcripts derived from loci coding for HSP70 and ribosomal protein L23. Panel A: upper, current
annotation of the two types of genes found in the L. major HSP70 locus, LmjF28.2770 (also known as HSP70-II) and LmjF28.2780 (HSP70-I); bottom,
transcript annotation, as defined in this study, for the L. major HSP70 locus. Panel B: upper, current annotation of the two genes coding for the
ribosomal protein L23, LmjF35.3790 and LmjF35.3800; bottom, transcripts annotated in this study. Each locus is composed by two types of genes
with identical ORFs (blue boxes). Transcript mapping has allowed the identification of 5’-UTRs (purple boxes) and 3’-UTRs (green boxes). The
number of reads mapped by Cufflinks within the different regions is shown at bottom.
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before the AG dinucleotide was observed. Again, this prefer-
ence was more marked in the main addition sites (55.26%)
than in the alternative addition sites (40.87%). Another no-
ticeable feature of the sequence surrounding the AG
addition site is a clear richness in pyrimidine nucleotides
(Figure 4). This T +C richness is more pronounced in the
upstream region: in the -40 to -21 positions the T +C fre-
quencies are higher than 70%. Likewise, the T +C content
is higher in the regions upstream the main addition sites
(71.28%) than the alternative ones (68.68%).
Heterogeneity in the polyadenylation sites in the
Leishmania transcripts was also observed; however, the
number of reads found denoting polyadenylation events
was lower (7894 reads) than those mapped at the 5’end
(see above), in spite that we prepared a second library in
which an oligo-dT for priming was included in the cDNA re-
action (see Methods section). Difficulties in the identification
of polyadenylation sites were also experienced by other au-
thors [34]. Recently, P.J. Myler and coworkers have deposited
in the TriTrypDB database [26] a large number of SL- and
polyadenylation sites for L. major; these new data further il-
lustrate the complexity of trans-splicing and polyadenylation
site selection in Leishmania. A comparative study between
our data and those from Myler’s laboratory is underway.
Nevertheless, some conclusions may be drawn from the ana-
lysis of those reads mapping at the polyadenylation sites de-
rived from our data. Polyadenylation sites were categorized
as main (3178 different sites) and alternative (1238 sites). A
compositional analysis of the regions surrounding the
polyadenylation sites for both categories is shown in
Figure 4. Searching for possible consensus sequence, we
followed the consensus criteria defined by Cavener [52]: a
consensus status is assigned to a single base when the fre-
quency of a nucleotide at a certain position is greater than
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Figure 4 Nucleotide frequencies for sequences surrounding SL and polyadenylation addition sites. Panels show the compositional
profiles of sequences around the main SL addition sites (n = 9530), alternative SL addition sites (n = 4531), main polyadenylation sites (n = 3178)
and alternative polyadenylation sites (n = 1238).
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50% and greater than twice the relative frequency of the
second most frequent nucleotide; a pair of bases were
assigned co-consensus status if the sum of the relative fre-
quencies of the two nucleotides exceeded 75%. The applica-
tion of this rule leads to a very short consensus for the
polyadenylation addition site, which may be defined as (C/G)
AA; the noteworthy differences between main and alterna-
tive sites were: i) C is more frequent in the main sites
(40.62%) than in the alternative ones (38.77%); ii) the fre-
quencies for A residues at position 2 and 3 are higher in
the main sites (88.92 and 59.1%, respectively) than those
found in the alternative sites (83.84 and 51.93%, respectively).
An unresolved question related to the polyadenylation con-
sensus sequence is whether the polyadenylation occurs either
before or after the AA dinucleotide. Although our data can-
not elucidated this question, it is likely that the adenosines
of the consensus sequences are encoded residues as it is
well known that poly(A) polymerases prefer an initial ad-
enosine residue for attachment of the poly(A) tail, and
therefore the selection of the polyadenylation site would be
strengthened by the presence of adenosine residues [53].
Conclusions
Sequencing and annotation of the genomes for some Leish-
mania species [13,54] have constituted an important mile-
stone for the study of many biological aspects of this group
of parasites. The availability of these genome sequences
[25,26] now enables database mining and identification of
different protein sets in Leishmania. This information pro-
vided new approaches to study the pattern of gene expres-
sion during differentiation and development by the use of
DNA microarrays [55]. In current genome databases, the
Leishmania genes lacks the definition of 5’ and 3’ UTRs;
however, it should be noticed that recently P.J. Myler and
coworkers have incorporated SL and polyA sites for most
genes of L. major in the TriTrypDB datase [26]. The RNA-
seq study described here represents the first annotation of
the L. major transcriptome, in which the genes have been
delimited in their translated and untranslated regions. As a
result, we have uncovered many cases of mis-annotated
genes, and more importantly we have found 1884 new genes
(previously non-annotated) in the promastigote stage. In
addition, we have determined relative expression levels for
each one of the 10285 transcripts detected in L. major
promastigotes. In summary, the data generated by this study
constitute a framework for future analysis aimed to deter-
mine differential gene expression either along the life cycle
or among different Leishmania species.
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Intron retention and transcript chimerism
conserved across mammals: Ly6g5b and
Csnk2b-Ly6g5b as examples
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Abstract
Background: Alternative splicing (AS) is a major mechanism for modulating gene expression of an organism,
allowing the synthesis of several structurally and functionally distinct mRNAs and protein isoforms from a unique
gene. Related to AS is the Transcription Induced Chimerism (TIC) or Tandem Chimerism, by which chimeric RNAs
between adjacent genes can be found, increasing combinatorial complexity of the proteome. The Ly6g5b gene
presents particular behaviours in its expression, involving an intron retention event and being capable to form RNA
chimera transcripts with the upstream gene Csnk2b. We wanted to characterise these events more deeply in four
tissues in six different mammals and analyse their protein products.
Results: While canonical Csnk2b isoform was widely expressed, Ly6g5b canonical isoform was less ubiquitous,
although the Ly6g5b first intron retained transcript was present in all the tissues and species analysed.
Csnk2b-Ly6g5b chimeras were present in all the samples analysed, but with restricted expression patterns. Some of
these chimeric transcripts maintained correct structural domains from Csnk2b and Ly6g5b. Moreover, we found
Csnk2b, Ly6g5b, and Csnk2b-Ly6g5b transcripts that present exon skipping, alternative 5' and 3' splice site and intron
retention events. These would generate truncated or aberrant proteins whose role remains unknown. Some
chimeric transcripts would encode CSNK2B proteins with an altered C-terminus, which could affect its biological
function broadening its substrate specificity. Over-expression of human CSNK2B, LY6G5B, and CSNK2B-LY6G5B
proteins, show different patterns of post-translational modifications and cell distribution.
Conclusions: Ly6g5b intron retention and Csnk2b-Ly6g5b transcript chimerism are broadly distributed in tissues of
different mammals.
Background
To date, a high number of eukaryotic genomes have been
sequenced. Surprisingly, it is interesting to observe that
Homo sapiens and Caenorhabditis elegans genomes con-
tain a similar number of protein-coding genes (~21.000),
according to the Ensembl (http://www.ensembl.org/) data-
base. Initially, these findings disconcerted researchers who
thought the number of genes should be correlated with
developmental and physiological complexity, and made
them realize that other mechanisms should be involved in
this evolutionary variety. Alternative splicing (AS) is a
major mechanism for modulating gene expression of an
organism, and enables a single gene to increase its expres-
sion capacity, allowing the synthesis of several structurally
and functionally distinct mRNAs and protein isoforms
from a unique gene (For reviews see [1-3]). This mechan-
ism, which was initially described in viruses [4-6], is now
known to affect 95% of all human genes [7] and has been
proposed as a primary driver of the evolution of phenotypic
complexity in mammals [8-10]. The human Major Histo-
compatibility Complex (MHC) is located on chromosome
6, and is ~4 Mb in length. It is composed by three regions,
the class I and class II regions flanking the central class III
region. The class III region is ~0.9 Mb in length and con-
tains 62–64 genes and 2–3 pseudogenes, depending on the
haplotype [11,12]. Previously, our group precisely defined
the AS patterns of a five gene cluster from the Lymphocyte
antigen-6 (LY-6) superfamily [13] and characterised the
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expression of the corresponding proteins [14] in human
and mouse. LY-6 superfamily members are cysteine-rich,
generally GPI-anchored, cell surface proteins, which have
definite or putative immune-related roles [15]. Among
these LY-6 MHC class III region genes, Ly6g5b showed a
particular behaviour in the regulation of its expression
[13,16], involving an intron retention event in human and
mouse, the rarest form of alternative splicing found in
metazoan species [17]. The intron retained is the first one
after the initial exon and interrupts the open reading frame
(ORF) just after the signal peptide introducing a premature
stop codon (PSC). The presence of a PSC at this position
should cause this intron-retained transcript to undergo
Nonsense Mediated Decay (NMD) [18,19]. However, this
transcript seemed to escape NMD and was more abundant
than the correctly spliced mRNA [13,16]. In addition, find-
ings in our laboratory showed the presence of LY6G5B gene
exons in transcripts derived from the upstream gene
CSNK2B [16], which encodes the Casein Kinase II β sub-
unit, a ubiquitous protein kinase which regulates metabolic
pathways, signal transduction, transcription, translation, and
replication [20,21]. The Transcription Induced Chimerism
(TIC) or Tandem Chimerism, is a phenomenon whose
mechanism still remains largely unknown, although it is
being promoted as a novel way to increase combinatorial
complexity of the proteome [22,23]. At least 4%-5% of the
tandem gene pairs in the human genome can be eventu-
ally transcribed into a single RNA sequence encoding a
putative chimeric protein [22] but recent bioinformatic
analyses, partially supported by experimental data, show
that this phenomenon could be quite frequent [24,25]. Re-
cently, it has been showed that these chimeras significantly
exploit signal peptides and transmembrane domains,
which could alter the cellular localisation of cognate pro-
teins, and that chimeric RNAs are more tissue specific
than non-chimeric transcripts [26]. Thus, this novel mech-
anism directly related to AS could have an important role
in evolution divergence. In this regard, the majority of
these studies give relevance to this phenomenon in Homo
sapiens [24], but detailed comparative analyses among dif-
ferent species are, to our knowledge, not described. Here,
we have deeply characterised the expression of Ly6g5b and
Csnk2b transcripts independently and of the Csnk2b-
Ly6g5b chimeric transcripts in four defined tissues among
six different mammals. We conclude that Ly6g5b intron
retention and Csnk2b-Ly6g5b chimerism is present in the
tissues of the analysed mammalian group. In addition, we
have made a comparative analysis of human CSNK2B,
LY6G5B, and CSNK2B-LY6G5B protein expressions.
Results
Csnk2b transcript analysis
Canonical Csnk2kb ORF orthologue sequences from Homo
sapiens (NM_001320), Macaca mulata (XM_001112478),
Sus scrofa (XM_001928731), Bos taurus (NM_001046454),
Rattus norvegicus (NM_031021) and Mus musculus
(NM_009975) were analysed in order to find common fea-
tures among them. Comparative analysis showed a total
conservation rate in protein sequence among these six spe-
cies, except for Mus musculus which presents a unique
change in position 57 (V→ E) (Figure 1A). Through RT-
PCR analysis, we found five different transcripts for Csnk2b
in Homo sapiens, four in Macaca mulata, four in Sus
scrofa, five in Bos taurus, two in Rattus norvegicus and
three in Mus musculus (Figure 2 and Additional file 1).
Only the canonical transcript sequences were on databases,
except for Bos taurus for which BtCsnk2b-473 was also
present (see Additional file 2: Table S1). We could detect
the presence of the canonical Csnk2b transcript in each
tested species and tissues (Figure 2), and it was also the iso-
form expressed at the highest level (data not shown). In
addition, Csnk2b expression also generated other tran-
scripts (Figure 2) expressed at lower levels (data not
shown), but with a remarkable specificity among the
analysed tissues in these six species (Figure 2). Some of
them presented quite restricted expression patterns, such
as the Macaca mulata ones that are only expressed in
lung, or the Rattus norvegicus one, expressed only in brain.
By contrast, the variants from Sus scrofa, Bos taurus and
Mus musculus are broadly expressed. In Homo sapiens, the
isoform which retains intron 5 is widely expressed; how-
ever the other three are only expressed in liver and lung.
Through AS these CSNK2B transcripts present exon skip-
ping, alternative 5’ and 3’ splice site and intron retention
events (Figure 2) in the different species, which would gen-
erate severely truncated or aberrant proteins by using the
canonical start codon.
Ly6g5b transcript analysis
Canonical Ly6g5b ORF orthologue sequences from Homo
sapiens (NM_021221), Macaca mulata (XR_014070), Sus
scrofa (XM_001926307), Bos taurus (XM_585827), Rattus
norvegicus (NM_001001934) and Mus musculus (NM_148939)
were compared (Figure 1B). Although some differences in
amino acid sequence can be detected, a LY-6 protein do-
main conservation in these Ly6g5b orthologues is clearly
present (Figure 1B). This domain is composed of ~80
amino acids and is characterised by a conserved pattern of
eight to ten cysteine residues that have a defined disulfide-
bounding pattern [14]. Through RT-PCR analysis, we
found four different transcripts for Ly6g5b in Homo sapi-
ens, two in Macaca mulata, three in Sus scrofa, three in
Bos taurus, four in Rattus norvegicus and two in Mus
musculus (Figure 2 and Additional file 1). The majority
of these transcripts were not available on databases; even
the canonical sequences (see Additional file 2: Table S1).
Curiously, the presence of the canonical Ly6g5b tran-
script was only detected in three of the analysed species
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(Homo sapiens, Rattus norvegicus and Mus musculus).
Similarly to what happened for Csnk2b, different transcript
variants are generated for Ly6g5b through AS. These tran-
scripts present a remarkable specificity among the analysed
tissues and species, and assuming that they could be trans-
lated into proteins starting from the first canonical start
codon, only truncated or aberrant proteins could be gener-
ated by them. Nevertheless, there is an interesting feature
that should be stressed, the retention of the first intron in
Ly6g5b transcripts, giving rise to a particular isoform (exon
1, intron 1, exon 2 and exon 3) that is present in all the
tissues and analysed species (Figure 2), indicating conser-
vation, and presenting the highest expression levels (data
not shown). This isoform contains a PSC after the canon-
ical start codon, in the middle of the retained intron, and
therefore should be degraded through control mechanisms
like NMD [18,19]. However this seems not to be the case,
as we have previously described in human [16].
Csnk2b-Ly6g5b Chimeric transcript analysis
Through RT-PCR analysis, we found ten different Csnk2b-
Ly6g5b chimeric transcripts in Homo sapiens, five in
A
B
Figure 1 Homo sapiens (Hs), Macaca mulata (Mam), Sus scrofa (Ss), Bos taurus (Bt), Rattus norvegicus (Rn) and Mus musculus (Mum) ORF
alignments. A) Csnk2b: N-terminal region α1-α5 (5-104), juxta-dimer interface region including zinc-finger (105-147) and α6 (163-175), C-terminal
region (178-205) including interaction with CSNK2α (175-193) and dimerization (190-205) regions [27], B) Ly6g5b: The conserved cysteines,
characteristic for Ly-6 domain, are shown highlighted in grey and their connectivity with interconnected lines. Exon-exon junctions are indicated
by inverted triangles. The canonical (or theoretical canonical) sequence for each specie is only shown. The percentage of identity of each
sequence respect to the human one is shown as well as the corresponding E values.
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Macaca mulata, three in Sus scrofa, ten in Bos taurus, four
in Rattus norvegicus and three in Mus musculus (Figure 2
and Additional file 1). Only human Csnk2b - Ly6g5b -1181
was found on databases (see Additional file 2: Table S1). As
it happened with Csnk2b and Ly6g5b independent tran-
scripts described above, AS seems to play an important
role in generating these chimeras, and results in a set of
transcripts that greatly vary in terms of composition and
size. Indeed, exon skipping, intron retention and intergenic
region retention events are present in these transcripts.
The majority of the described chimeras (26/35) have a
common characteristic: the total lack of the last exon
(exon 7) of the upstream gene (Csnk2b) as well as the first
exon of the downstream gene (Ly6g5b). There are also
four chimeric transcripts that partially lack Csnk2b last
exon (exon 7) (two in Macaca mulata and two in Bos
taurus), one that partially maintains Ly6g5b first exon
(in Macaca mulata) and four that retain the intergenic re-
gions (three in Rattus norvegicus and one in Macaca
mulata). Although chimeras function is still unknown,
some authors defend that this kind of fusion might gener-
ate bi-functional proteins which would have the properties
of both original proteins [23,26]. Assuming this, we deter-
mined the number of chimeric transcripts which con-
served the ORF of both Csnk2b and Ly6g5b genes. We
found such transcripts in Homo sapiens, Macaca mulata,
Sus scrofa and Bos taurus, of which only HsCsnk2b -
Ly6g5b -991, MamCsnk2b-Ly6g5b-992 and SsCsnk2b-
Ly6g5b-927 (Figures 2, 3 and Additional file 1) maintain
the N-terminal functional domains (alpha helices 1 to 6)
from Csnk2b (see Figures 1A and 3) [27], such as the acidic
loop (aa 55-64) and nuclear localization sequence (aa 9-14
or α1), as well as the LY-6 structural domain (see Figures 1B
and 3) [14], allowing the possibility to create potentially bi-
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Figure 2 Schematic representation of all Csnk2b and Ly6g5b transcripts detected through nested RT-PCR on each analysed tissue for
Homo sapiens, Macaca mulata, Sus scrofa, Bos Taurus, Rattus norvegicus and Mus musculus. White boxes represent Csnk2b, Ly6g5b and
chimera Csnk2b-Ly6g5b exons. Grey boxes represent intron sequences retained on each transcript. Red boxes indicate canonical isoforms. ORFs
are delimited by triangles (ATG codon) and hexagons (Stop codon). Squares at the left or right, represent the presence (black) or absence (white)
of expression of each transcript on the indicated tissue. Black arrows indicate Ly6g6b-Csnk2b chimeras that carry structural domains from Csnk2b
and Ly6g5b, respectively. The corresponding nucleotide and protein sequences and the accession numbers (EMBL: HE864415-HE864490) are
shown in Additional file 1.
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functional proteins [26,28,29]. These particular transcripts
which contain the same exon-intron structure are expressed
in different tissues, but commonly in brain. Bos taurus
BtCsnk2b-Ly6g5b-737 maintains only exons 1 to 3 of
Csnk2b and then would not encode its entire N-terminal
domain [27]. We did not find this type of “bi-functional”
chimeric transcripts in Rattus norvegicus or Mus musculus
(Figure 2).
It is interesting to note that several (23/35) chimeric
transcripts could encode Csnk2b truncated proteins (7/35)
or with modifications in their C-terminus (16/35). The
CSNK2B C-terminal part is involved in homodimerization
and binding to CSNK2A subunit (see Figure 1) [27]. Some
of these detected chimeric transcripts are generated by re-
placing the canonical sequence of exon 7 by sequences
encoded by total or partial exon 2 or 3 of Ly6g5b but not
corresponding to LY-6 amino-acid sequences due to changes
in the reading frames. These are chimeras HsCsnk2b-
Ly6g5b-1181, MamCsnk2b-Ly6g5b-1218, SsCsnk2b-Ly6g5b
-728, MumCsnk2b-Ly6g5b-979 and MumCsnk2b-Ly6g5b-
1108, with variable tissue distribution, except MumCsnk2b-
Ly6g5b-979 that is expressed in the four tissues. Other
transcripts are altered on Csnk2b exon 6 or 7, lacking the
zinc-finger domain, α6 and C-terminal regions of CSNK2B
(see Figure 1), such as MamCsnk2b-Ly6g5b-1141 (only
expressed in brain) and BtCsnk2b-Ly6g5b-1049 (expressed
in brain and lung) which maintain the same exon-intron
structure (lack of Csnk2b exon 6 and Ly6g6b exon 1),
and SsCsnk2b-Ly6g5b-538 (expressed in the four tissues)
(see Figure 2). In addition, there are some chimeric tran-
scripts that would encode a complete CSNK2B protein
considering that they contain all exons (1-7) of Csnk2b in-
cluding the stop codon and in which the Ly6g5b nucleotide
sequences will act as 3´ UTRs. These are MamCsnk2b-
Ly6g5b-1331, MamCsnk2b-Ly6g5b-2338, BtCsnk2b-Ly6g5b
-1239, RnCsnk2b-Ly6g5b-2050, RnCsnk2b-Ly6g5b-2275 and
RnCsnk2b-Ly6g5b-2531. They present variable tissue distri-
bution and exon-intron structure (see Figure 2).
Csnk2b, Ly6g5b and Csnk2b -Ly6g5b Chimera protein
analysis
In order to analyse post-translational modifications and
sub-cellular localisation of human CSNK2B, LY6G5B and
CSNK2B-LY6G5B proteins, we over-expressed them in
the COS7 cell line (Figure 4), using a double tag strategy.
Thus, CSNK2B, LY6G5B and CSNK2B-LY6G5B proteins
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Figure 3 Homo sapiens (Hs), Macaca mulata (Mam), Sus scrofa (Ss) and Bos Taurus (Bt) Csnk2b- Ly6g5b chimeras ORF alignment.
Blue and light green colour indicates Csnk2b and Ly6g5b domains, respectively. Exon-exon junctions are indicated by inverted triangles. The
conserved cysteines, characteristic for Ly-6 domain, are shown highlighted in grey and their connectivity with interconnected lines. The
percentage of identity of each sequence respect to the human one is shown as well as the corresponding E values.
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were C-terminally tagged by adding a Hisx6 tag. On the
other hand, N-terminal V5 epitope was added upstream
the first ATG to CSNK2B and CSNK2B-LY6G5B proteins,
but due to the presence of a signal peptide in LY6G5B
[13] and in order to tag the mature LY6G5B protein
(Figure 4A) the V5 epitope tag was inserted after the signal
peptide. Western blot analysis using anti-V5 or anti-
PentaHis antibodies showed interesting results. Anti-V5
antibodies showed two close intense bands for CSNK2B
protein of the estimated size (Figure 4B). These two bands
could correspond to post-translational modifications of
CSNK2B such as phosphorilation [30]. For LY6G5B, also
two clear bands were also present, in agreement with previ-
ous results [14]. Interestingly, anti-V5 antibodies western-
blot analysis showed a single discrete band of the predicted
size for CSNK2B-LY6G5B protein, indicating lack of post-
translational modifications.
On the other hand, anti-PentaHis antibodies showed
similar pattern for CSNK2B protein to that showed by
anti-V5 antibodies, but no signal of LY6G5B protein or
CSNK2B-LY6G5B protein was detected (Figure 4B). This
lack of detection on LY6G5B could be due to a C-terminal
processing cleaving also the Tag. This cleavage signal se-
quence would also be present in CSNK2B-LY6G5B protein
and for that also prone to be processed.
Cellular CSNK2B protein distribution has been described
before in cytoplasm, nuclei, and other organelles [21]. Our
results, through immunoflourescent confocal microscopy
experiments by using anti-V5 antibodies under perme-
abilised conditions, showed mainly cytoplasmic cellular
CSNK2B protein distribution, in agreement with previous
data [21]. Under the same conditions, LY6G5B showed a
protein distribution clearly related with ER pattern, and
not extracellular staining, as previously described [14].
Here, for the first time, we show CSNK2B-LY6G5B protein
distribution, which is quite similar to the one presented by
CSNK2B and which clearly differs from the one of the
LY6G5B protein.
Although the LY6G5B protein belongs to a GPI-
anchored protein family, it has not been found to be
CSNK2B LY6G5B CHIMERA
P
A
C
B
NP
CS
NK
2B
LY
6G
5B
CH
IM
ER
A
CS
NK
2B
LY
6G
5B
CH
IM
ER
A
CS
NK
2B
LY
6G
5B
CH
IM
ER
A
50
37
25
20
15
AntiV5 AntiHisx5 GAPDH
CSNK2B
LY6G5B
CHIMERA
E2E1 E3
E6E5E4E3E2 E7
Figure 4 Human CSNK2B, LY6G5B and CSNK2B-LY6G5B chimeric protein characterisation. Schematic representation of A) V5 and Hisx6
double tag strategy. V5 (red box) and Hisx6 (yellow box) epitopes are shown. Exon numbers are indicated. B) Western-blot analysis showing
in vitro expression of CSNK2B, LY6G5B and CSNK2B-LY6G5B chimera double tagged proteins. GAPDH expression is shown as internal control.
C) Immunofluorescence experiments in permeable (P) and non permeable (NP) conditions showing CSNK2B, LY6G5B and CSNK2B-LY6G5B
chimeric protein cellular distribution.
Hernández-Torres et al. BMC Genomics 2013, 14:199 Page 6 of 12
http://www.biomedcentral.com/1471-2164/14/199
-275-
Anexo
A
ne
xo
located on the outside of the cellular membrane [14]. In
addition, it is known that CSNK2B can be exported to the
external side of the cellular membrane [31], and CSNK2B-
LY6G5B presents CSNK2B domains needed for its export-
ation to cell surface and/or its excretion, as well as a mature
Ly-6 domain (Figure 3). To know whether CSNK2B-
LY6G5B could be on the cell surface we carried out two
experimental strategies. The first one consisted of immuno-
flourescent confocal microscopy experiments under non-
permeabilised conditions. Our results showed the absence
of CSNK2B, LY6G5B as well as CSNK2B-LY6G5B chimeric
proteins in the cell surface (Figure 4C), in COS 7 cells. The
second one was to test CSNK2B, LY6G5B and/or CSNK2B-
LY6G5B proteins presence in supernatant by western-blot
experiment. It was not possible to observe expression of
these proteins in the supernatant, either when loaded dir-
ectly on a gel or when TCA-precipitated (data not shown).
Discussion
After the challenge supposed by the human genome se-
quencing, as well as of other organisms with medical or
commercial interest, the determination of the transcrip-
tome of these species is a prerequisite for fully under-
standing not only their molecular biology, but also for
translating this information to technical applications in
medicine, pharmacology and biotechnology. In this sense,
high throughput technologies supported by systematic
cDNA libraries sequencing has been the main approach
used for transcriptome characterisation. Thus, sequencing
of random transcript cDNA clones that results in short
partial sequences, known as expressed sequence tags [32]
(EST) or, more recently, methods for full length isolation
and sequencing of random clones from cDNA libraries
have been used [33,34]. In addition, in the last few years
massive sequencing technologies have also been developed
for transcriptome analysis [7,24,35]. All these high
throughput techniques present the advantage to generate
a considerable volume of information in a relative short
time, but these techniques seem to be inefficient for dis-
covering relative rare transcripts. This affirmation is sup-
ported by recent data that suggest the existence of a
wealth of transcripts which had, so far, escaped detection
through systematic sequencing of cDNA libraries [36]. In
a recent published work [26] combining EST and RNAseq
data, it has been showed that chimeras are lowly expressed
transcripts. Thus, here we present that nested RT-PCR
shows to be an efficient tool to discover a number of tran-
scripts expressed from a concrete locus, not only those
highly expressed but also those expressed at lower levels.
In fact, 62 of 76 transcripts detected in our experiments
had never been described before. This supposes 81.5% of
novel sequences, showing how powerful this technique is
in order to detect transcripts from a concrete locus. In this
respect, our results show that current gene and transcript
annotation sets might cover only a small fraction of the
total transcriptional output of the human and other organ-
ism described genomes, and in this sense, a major enforce
should be taken in order to detect more transcripts of a
particular organism.
A detailed human and mouse Ly6g5b transcript ana-
lysis has been previously described by our group [13,16].
However, here we have extended this comparative ana-
lysis among different mammalian species, showing that
Ly6g5b first intron retention is a ubiquitous and import-
ant characteristic conserved in mammals. Its apparent
capacity to escape NMD together with its conservation
in the mammalian group studied points to an important
role for this non-coding RNA, which should be investi-
gated. So, we could conclude that Ly6g5b gene presents
a double expression pattern. The first one, quite similar
among tissues and species, is constituted by Ly6g5b tran-
scripts with first intron retention event. The second one
seems to be tissue and species specific and is constituted
by canonical Ly6g5b transcripts with a complete Ly-6
ORF as well as aberrant and non conserved transcripts,
with no common pattern distribution.
For Csnk2b gene expression we can also describe a
double expression pattern. The first one constituted by
the canonical isoform, which is quite similar among tis-
sues and species, and the second one which seems to be
tissue and species specific and is constituted by aberrant
and non conserved transcripts, with no common pattern
distribution.
CSNK2B-LY6G5B human chimerism was initially de-
scribed by Calvanesse et al (2008) by using different hu-
man cell lines [16]. However, here we show the first
comparative analysis of this TIC event using RNA from
different mammalian tissues and species. Our results show
that, far to be a human characteristic, Csnk2b-Ly6g5b chi-
merism is widely conserved in mammals. Its conservation
among all the species analysed in this study shows how
Csnk2b-Ly6g5b chimerism is not a trivial event. The major-
ity of them lack the last exon of the upstream gene as well
as the first exon of the downstream gene which is consist-
ent with previous reported data [22,23]. This eliminates the
stop codon as well as the molecular targets present in the
3’ UTR region of the transcripts of the upstream gene. We
also agree with these authors that run-off is the most likely
mechanism involved in the origin of TIC, since some
chimeric transcripts detected in our study maintain the
intergenic region. Other mechanisms proposed for gener-
ating chimeric transcripts, like trans-splicing, are not likely
to maintain these intergenic regions.
In addition to the canonical Csnk2b, Ly6g5 and Csnk2b-
Ly6g5b transcripts with a coherent ORF, other transcripts
detected in our study present exon skipping as well as in-
tron retention events which allow to generate, assuming
that all these transcripts could be translated into protein
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by using canonical start codon, truncated or aberrant pro-
teins. Others are non-coding RNAs. The observation that
there are tens of thousands of non-coding RNA (ncRNA)
expressed in mammals, and that most of the genome is
transcribed, confronts and contradicts the traditional
protein-centric view of genetic information and genome
organisation [37], [38]. Thus, there are two opposing alter-
natives either the bulk of the transcription which does not
yield mRNAs is ‘transcriptional noise’ and/or the residue
of evolutionary baggage retained or accumulated within
genes, or this transcription comprises another level of ex-
pression and transaction of RNA information that is im-
portant to the evolution and developmental ontogeny of
the higher organisms [39]. If one assumes that all this is
transcriptional noise and that all these transcripts are the
result of transcriptional machinery mistakes while it is
working, they should not be distributed in a specific
manner.
Some authors defend that chimerism might generate bi-
functional proteins having properties from both original
proteins [23]. Through different analyses of our results, we
could identify chimeras which maintain the ORFs of
Csnk2b and Ly6g5b susceptible to form bi-functional
chimeric proteins in Homo sapiens, Macaca mulata, and
Sus scrofa. The fact that these were not found in cow, rat
and mouse does not indicate functional chimera absence
in these species, since they could be present in other tis-
sues not analysed in this study. These hypothetical new
chimeric proteins all carry N-terminus domains from
Csnk2b involved in structural aspects that are required for
Csnk2b exportation to the cellular surface [21] and/or its
regulation [27], as well as Ly-6 domain amino acid se-
quence [13,14] at their C-terminus. However, the chimera
“bi-functional” protein will affect the juxta-dimer interface
region [27] containing the zinc-finger involved in the
homo-dimerisation, as well as all the C-terminal domain
involved in the interaction with the CSNK2A subunits and
the crucial last 20 amino-acids also involved in the homo-
dimerisation. In addition, the Ly-6 domain, with 10
Cysteins, could not be folded as such due to the intracellu-
lar localisation. These two facts indicate that the “bi-
functional” chimera would not be formed, and would only
have one function: the one of CSNK2B, although possibly
binding to other kinase different to CSNK2A due to the al-
terations produced on the C-terminal domain commented
above. Other chimeras would only be affected from exon
7, containing then the juxta-dimer interface region but
differing at the very end C-terminal region and not
containing the Ly-6 domain sequence due to frameshifts,
and probably only affecting the binding to CSNK2A. It has
been proposed that CSNK2B might bind other kinases
such as Ras-1 and Mos to modify their catalytic affinity in
a CK2-independent fashion. The alternative C-terminal
ends, generated by the chimeric transcripts, could
increment the binding repertoire of CSNK2B to other ki-
nases or non-kinase proteins converting CSNK2B in even
a wider “wild-card” regulator subunit than previously pro-
posed [27].
In addition, we have found chimeric transcripts that
would encode a complete CSNK2B protein, but with differ-
ent 3´UTR due to the Ly6g5b sequence, inMacaca mulata,
Bos taurus and Rattus norvegicus. These transcripts could
have different mRNA localisations or stabilities which could
have altered protein functional implications [40,41]. It has
been described that some 3´UTR contain “localization ele-
ments” or “zip codes” which target mRNAs to specific
subcellular sites.
Conclusions
Alternative splicing has an important role in Csnk2b and
Ly6g5b gene expression. Ly6g5b intron retention and
Csnk2b-Ly6g5b chimera transcripts are present in many
tissues of different mammals. The data and analysis we
have performed should serve as a valuable resource for
further characterizing the possible functional role of TIC
and the mechanisms that affect it.
Methods
Computational analysis
Csnk2b and Ly6g5b orthologue ORF sequences Homo sa-
piens, Macaca mulata, Sus scrofa, Bos taurus, Rattus
norvegicus and Mus musculus were obtained from the
National Centre for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) [42]. Multiple align-
ments of sequences were performed with ClustalW2 software
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) [43,44]. Protein
sequences analyses were carried out using Pfam (http://www.
sanger.ac.uk/resources/databases/pfam.html) [45], SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de/) and InterProScan (http://
www.ebi.ac.uk/InterProScan/) [46-49] databases. The sequen-
cing results were evaluated using the BLASTalgorithm at the
NCBI web page and the MultAlin alignment software
(http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html) [50].
Primers were designed using the Primer3 software (www.
bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi).
mRNA extraction and retrotranscription
Homo sapiens, Macaca mulata, Sus scrofa, Bos taurus,
Rattus norvegicus and Mus musculus brain, kidney, liver
and lung tissue total RNAs were obtained from BioChainW
(USA) http://www.biochain.com through one of their
Europe distributor "AMS" http://www.amsbio.com (UK).
One μg of total RNA from each tissue was used for oligo-
dT primed cDNA synthesis which was performed using the
ImProm-II(TM) Reverse Transcription System (Promega)
in a 20 μl reaction volume following the manufacturer's
instructions.
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Nested RT-PCR
In order to detect Csnk2b, Ly6g5b and Csnk2b-Ly6g5b
transcripts, first and second rounds of nested RT-PCR
were performed with the primers indicated on Table 1 by
using GoTaqW Green Master Mix (Promega) in a 20 μl re-
action volume. For the first round of PCR 1 μl of cDNA
was used in each reaction. Amplification conditions were:
95°C for 5 min followed by 40 cycles of 95°C for 30 s, 60°C
for 30 s and 72°C for 90 s followed by 72°C for 10 min. For
the second round of PCR, 1 μl from the first round prod-
uct diluted 1/25 was used in each PCR reaction. Amplifica-
tion conditions were the same as before but only 30 cycles
were used. PCR products were separated by size through
electrophoresis, purified from gel (WizardW SV Gel and
PCR Clean-Up System, Promega) and finally cloned into
pGEM-T Easy Vector (Promega). Sequencing of PCR
products and plasmids were carried out by the sequencing
service of the Instituto de Investigaciones Biomédicas
“Alberto Sols” (Madrid, Spain. http://www.iib.uam.es).
Expression constructs
The full-length coding sequence of human CSNK2B,
LY6G5B and CSNK2B-LY6G5B were amplified from the
previously cloned pGEM-T Easy vectors with the spe-
cific primers showed on Table 2 by using Pfu DNA Poly-
merase (Promega). Amplification conditions were: 95°C
for 5 min followed by 35 cycles of 95°C for 30 s, 60°C
for 30 s and 74°C for 3 min followed by 74°C for 10 min.
PCR products were cloned in BamHI/AgeI cloning sites
present in pcDNA3.1/V5-His-TOPO plasmid (Invitrogen),
removing V5 epitope and in frame with the His tag creat-
ing CSNK2B-His, CSNK2B-LY6G5B-His and exon 2-exon
3 LY6G5B-His plasmids. To create a V5Tag-pcDNA3.1/
Zeo vector we designed long primers containing the V5
epitope sequence (Table 2). These primers were hybridised
(100°C for 4 min followed by 1 min cycles decreasing
0,5°C per cycle from 100°C to 4°C) to create the dsV5 Tag
sequence, which was cloned in NotI/EcoRV cloning sites
present in pcDNA3.1/Zeo(-) plasmid (Invitrogen) ending
with the V5-Tag-pcDNA3.1/Zeo vector. Then, ATG-Stop
CSNK2B-His and CSNK2B-LY6G5B-His and exon 2-exon
3 LY6G5B-His coding sequences were amplified with
primers showed on Table 2 by using Pfu DNA Polymerase
(Promega) under the same PCR conditions as above and
cloned in BamHI/HindIII cloning sites present in the new
V5-Tag-pcDNA3.1/Zeo vector in frame with the N-terminal
Table 1 Nested-PCR primers
CSNK2B LY6G5B
First Round Second Round First Round Second Round
H.sapiens F HsCSNK2BE1f01 Hs-MamCSNK2BE1-2f01 HsLY6G5BE1f01 HsLY6G5BE1f02
CGTTCCCTGGAAGTAGCAA GCTGACGTGAAGATGAGCAG GAGCATGGTCACAGGAAGGT CATCTCCCCAGAATTCCAAA
R Hs-SsCSNK2BE7r02 Hs-Mam-RnCSNK2BE7r01 HsLY6G5BE3r02 Hs-MamLY6G5BE3r01
CCCACCACAATAACGACTCC TCAGCGAATCGTCTTGACTG CGGAGGCCTAAGAAATCACA TGTTTTCAGAGAGGGCAGTG
M.mulata F MamCsnk2bE1iso1f01 Hs-MamCsnk2bE1-2f01 MamLy6g5bE1f01 MamLy6g5bE1f02
ACCCTCCCCAATTTCCACT GCTGACGTGAAGATGAGCAG TCACAGGAAGGTGGGGTTT CGTCTCCCCAGAATTCCATA
R Mam-BtCsnk2bE7r02 Hs-Mam-RnCsnk2bE7r01 MamLy6g5bE3r02 Hs-MamLy6g5bE3r01
TCCCACCACAATAATGACTCC TCAGCGAATCGTCTTGACTG CAACAGAGGGAGGCCTAAGA TGTTTTCAGAGAGGGCAGTG
S.scrofa F SsCsnk2bE1f01 SsCsnk2bE1-2f01 SsLy6g5bE1f01 SsLy6g5bE1f02
TCCTTGGAAGCAGAAACTCC CGCTGAAGTGAAGATGAGCA CTCAGGGATCACCCCTCTC TCACGTGCTCGTAGGTATGC
R Hs-SsCsnk2bE7r02 SsCsnk2bE7r01 SsLy6g5bE3r02 SsLy6g5bE3r01
CCCACCACAATAACGACTCC GGGAATCAGCGAATTGTCTT GAATGCTGGGGTCTTAGGG CCGGGAAGGATGAGATGTTA
B.taurus F BtCsnk2bE1f01 BtCsnk2bE1-2f01 BtLy6g5bE1f01 BtLy6g5bE1f02
GAAGCAGAAACTCCCCTTCC CCGACGTGAAGATGAGCAG GTCAGAACCACCCTGCAGTT CTCTCCCCAGAAGTCCATGA
R Mam-BtCsnk2bE7r02 BtCsnk2bE7r01 BtLy6g5bE3r02 BtLy6g5bE3r01
TCCCACCACAATAATGACTCC GGAATCAGCGAATCGTCTTC GGGGTGTCAGGAGTGAGATG AATCTATCTGCGACGGGAAA
R.norvegicus F Rn-MumCsnk2bE1f01 Rn-MumCsnk2bE1-2f01 RnLy6g5bBE1f01 RnLy6g5bE1f02
GTTCCTTGGAAGCACAGCTC CCGCGGACATAAAGATGAGT AGTGTGATCCCAGGAAGGTG CTACTCCACGGGAGTTGCTC
R RnCsnk2bE7r02 Hs-Mam-RnCsnk2bE7r01 RnLy6g5bE3r02 RnLy6g5bE3r01
GTGTCACAGGCAGAGGAGGT TCAGCGAATCGTCTTGACTG CCATGGAGAGCAGAAGGAAG CAGAGCAGAATCTGGGAAGG
M.musculus F Rn-MumCsnk2bE1f01 Rn-MumCsnk2bE1-2f01 MumLy6g5bE1f01 MumLy6g5bE1f02
GTTCCTTGGAAGCACAGCTC CCGCGGACATAAAGATGAGT ACTGCCTGTCAAACCCATTC TCCCCCAAATTCCATAATGA
R MumCsnk2bE7r02 MumCsnk2bE7r01 MumLy6g5bE3r02 MumLy6g5bE3r01
AGCAGAGGAATGGTGGTGTC GTGGGCAATCAGCGAATAGT GAGTGTTCACAGACCGCAGA GGGGAACACATCAGGGTCTA
Name and sequence (5’-3’ orientation). F, forward primer; R, reverse primer.
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V5 epitope creating V5-CSNK2B-His, V5-CSNK2B-
LY6G5B-His and V5-exon 2-exon 3 LY6G5B-His. Fi-
nally, LY6G5B exon 1 was amplified from LY6G5B-His
plasmid using the primers showed on Table 2 and Pfu
DNA Polymerase (Promega) under the same PCR condi-
tions described above and cloned in XbaI/NotI cloning
sites present in V5-exon 2-exon 3 LY6G5B-His plasmid to
finally create an exon1-V5-exon 2-exon 3 LY6G5B-His
vector. Sequencing of PCR products and plasmids were
carried out by the sequencing service of the Instituto de
Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” (Madrid, Spain.
http://www.iib.uam.es).
Transfections and western blot analyses
Transfections of COS-7 cells were carried in 24-well
plates, with 0.5 μg of plasmid per well, by using TransITW
COS Transfection kit (Mirus-BioNova) following the
manufacturer´s instructions. For Western Blot analyses,
two days after transfection, cells were harvested in
Laemmli´s SDS sample buffer. Samples were resolved on
SDS 12% (w/v) polyacrylamide gels and the proteins were
transferred onto nitrocellulose membranes (Protran).
After blocking the membrane 30 minutes in PBST (PBS-
0,05% (v/v) Tween) containing 5% (w/v) skimmed milk
powder (blocking solution), the blot was first incubated
for 90 min either in a 1/2000 dilution of mouse anti-Hisx5
(Qiagen), a 1/10000 dilution of mouse anti-V5 (Sigma) or
a 1/5000 dilution of mouse anti-GAPDH monoclonal anti-
bodies in blocking solution, washed three times for
10 min with PBST, and then incubated for 30 min in a
1:5000 dilution of peroxidase-conjugated anti-mouse IgG
antibody (Sigma) in PBST. Membrane was washed twice
for 10 min with PBST followed by a final wash in PBS for
10 min. Bound antibodies were detected by ECL Plus
Western Blotting (Amershan). Secreted proteins were TCA-
precipitated from the culture media after the addition of 1
volume of TCA to 4 volumes of media, incubated 10 min at
4°C, washed with 200 μl cold acetone, resuspended in
Laemmli´s SDS sample buffer, and analysed by SDS-
PAGE followed by Western blotting, as described above.
Immunofluorescences
Transfections were performed as described above. Two
days after transfection, cells were fixed for 15 min at
room temperature with 4% (v/v) paraformaldehyde in
PBS. Following fixation, cells were washed three times
for 15 min with PBS, treated with ammonium chloride
50 mM for 30 min and permeabilised for 20 min with
PBS containing 0.1% (v/v) Triton X-100 (wash solution).
Cells were blocked for 30 min in wash solution with 5%
(w/v) BSA (Bovine Serum Albumin, blocking solution)
and then incubated for 1 h with 1:400 dilution of mouse
anti-V5 monoclonal antibody (Sigma) in blocking solution.
After that, cells were washed three times for 15 min with
wash solution and then incubated with a secondary anti-
body coupled to Alexa 488 (anti mouse IgG, Invitrogen) in
a 1:500 dilution for 1 h in blocking solution. Cells were
washed three times for 15 min with wash solution and nu-
cleic acids were stained with To-Pro3 in a 1:500 dilution
in blocking solution. Finally, cells were washed three
times for 15 min with wash solution, mounted with Pro-
long Gold Antifade Reagent (Molecular Probes) and
photographed with a Leika confocal microscope. Non-
permeabilised immunofluorescence experiments were
Table 2 Expression constructs primers
Long primers for V5 epitope cloning in pcDNA3.1/Zeo(−)
Name Sequence
MCV5_F01 GGGGCGGCCGCATGGGAAAGCCGATCCCAAACCCTCTATTAGGTCTGGACTCCACCGGATCCTGAGATATCGGG
MCV5_R01 CCCGATATCTCAGGATCCGGTGGAGTCCAGACCTAATAGAGGGTTTGGGATCGGCTTTCCCATGCGGCCGCCCC
Primers for CSNK2B, LY6G5B and CSNK2B-LY6G5B Chimera ORFs cloning in pcDNA3.1/V5-His-TOPO
Name Sequence
HsCSNK2BORF_F01 CCCGGATCCATGAGCAGCTCAGAGG
HsCSNK2BORF_R01 CCCACCGGTGCGAATCGTCTTGAC
HsLY6G5BORF_F01 CCCGGATCCATGAAGGTCCATATGC
HsLY6G5BORF_R01 CCCACCGGTGGAAGGGTGAGGTGTC
Primers for final construct in pcDNA3.1/Zeo(−)
Name Sequence
HsCSNK2BORF_F01 CCCGGATCCATGAGCAGCTCAGAGG
HsLY6G5BORFE2_F02 CCCGGATCCGTTCCTGTTCCCGACATC
Hisx6HindIIIR_01 CCCAAGCTTTCAATGGTGATGGTGATGATG
HsLY6G5BPS_F01 GGGTCTAGAATGAAGGTCCATATGC
HsLY6G5BPS_R01 CCCGCGGCCGCTCTTTCCTACTGTGAA
Restriction enzyme target sequences are in bold and italics.
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carried out under the same conditions described above
but avoiding Triton X-100 addition.
Additional files
Additional file 1: List of all the nucleotide and protein sequences of
the mRNAs described on this article with their corresponding
names and accession numbers.
Additional file 2: Table S1. Table that contains all the different spliced
isoforms detected in all the species studied in this work indicating
whether they were previously described (deposited on databases) and,
in the case they were found on databases the access number of the
corresponding sequence or of the ESTs are indicated.
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Differential Splicing, Disease and Drug Targets 
O. Villate, A. Rastrojo, R. López-Díez, F. Hernández-Torres and B. Aguado* 
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Abstract: Genome complexity and diversity can be due to Alternative Splicing (AS), a process by which one gene can 
generate multiple mRNA isoforms and then several proteins. This is part of a normal process of variation on an individual, 
and when it is disrupted or modified, may trigger disease. To date, there are many pathologies described due to the effects 
of altered splicing isoforms, and effort is focused on the description of new ones. The design of drug target has to consider 
splicing, as in many occasions, a drug might have effect on different isoforms, instead of on the particular one implicated 
in the pathology. Interestingly, the strategies used to alter splicing can be used to modify a form towards the canonical 
one, or towards an aberrant one, when the latter one has a beneficial effect on the individual. Here we describe differential 
splicing, diseases produced by alterations on the mRNA isoforms, and drugs or methods used to restore these alterations. 
Keywords: Alternative splicing, miRNA, siRNA, mRNA isoform, antisense oligonucleotide, SSOs. 
INTRODUCTION 
 Alternative Splicing (AS) is a major mechanism for 
modulating the gene expression of an organism, and enables 
a single gene to increase its coding capacity, allowing from 
an unique gene the synthesis of several structurally and 
functionally distinct mRNA and protein isoforms (Fig. (1)). 
This is of great relevance, considering that the number of 
genes among different species is quite similar. For example, 
the human genome contains ~25.000-30.000 genes and the C 
elegans genome ~27.000 according to Ensembl (http://www. 
ensembl.org/) databases. However, the number of transcripts 
and proteins are quite different with nearly 50.000 reference 
mRNA sequences on Ensembl human databases and with 
~29.000 for C elegans. These numbers are expected to be 
even greater in relation to protein sequences. The result of 
AS is the introduction of variable segments from particular 
genes (Fig. (1)), within otherwise identical mRNAs. In 
humans, about 80% of this variability falls within Open 
Reading Frame (ORFs), greatly expanding the human 
proteome [1, 2], and the 20% that falls within untranslated 
regions affects cis-elements that control mRNA stability, 
translation efficiency (including miRNA binding sites), and 
mRNA localization. Furthermore, one-third of AS events 
introduce premature termination codons (PTCs), which in 
many cases cause mRNA degradation by nonsense-mediated 
decay (NMD) [2, 3]. Therefore, regulation of AS controls the 
temporal and spatial expression of functionally diverse 
isoforms, on-off regulation by NMD, or other post-transcrip-
tional regulatory responses. Hence, the knowledge of AS and 
its regulation is necessary for understanding gene expression 
in different tissues and species, considering that their mRNA 
isoforms can also show specificity on function. This mecha-
nism is part of a normal process of variation, generating 
diversity and complexity genetics and, when this process is 
disrupted or altered, may trigger disease. 
THE SPLICING CODE 
 In general, control and regulation of splicing are 
mediated by two molecular elements: cis and trans-elements.  
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Together, cis and trans elements make up what is now 
recognized as the “Splicing Code” resumed on the Fig. (2). 
Cis-elements could be defined as small necessary sequences 
present at mRNA level which can be identified by the 
splicing machinery (spliceosome) to perform an adequate 
splicing process. Trans-elements include the proteins 
(spliceosome) which are involved in processes required to 
identify intron/exon boundaries and catalysis of the cut and 
paste reactions that remove introns and join exons in a 
correct order.  
Cis-Elements Involved in Splicing  
3’, 5’, and Branch Splice Sites 
 The typical human gene contains an average of eight 
exons. Internal exons average 145 nucleotides in length, and 
introns average more than 10 times this size and can be 
much larger [4, 5]. Exons are defined by three short and 
degenerate classical splice-site sequences 3’ and 5’ splice 
sites at the intron/exon borders, and the branch splice site 
within introns (Fig. (2)). Components of the basal splicing 
machinery bind to the classical splice-site sequences and 
promote assembly of the multicomponent splicing complex 
known as the spliceosome. These consensus splice sites are 
relatively easy to identify from alignments of exon–intron 
boundary sequences (Fig. (2)). 
Splicing Enhancers and Repressors 
 In addition to the splice sites, exons are defined by other 
cis-acting regulatory elements, which can be divided into 
four functional categories: 1) Exonic Splicing Enhancers 
(ESEs), 2) Exonic Splicing Silencers (ESSs), 3) Intronic 
Splicing Enhancers (ISEs) also known as intronic activators 
of splicing (IASs) and 4) Intronic Splicing Silencers (ISSs) 
(Fig. (2)). At exons sequence level, ESEs activate exons 
recognition and promote their inclusion in mature transcripts, 
whereas ESSs repress inclusion in mature transcripts [6, 7]. 
In the other hand, at intron sequence level, ISEs activate 
inclusion to the adjacent exons [6, 8, 9], whereas ISSs inhibit 
exon definition by recruit splicing repressors that directly 
bind and occlude critical cis-acting elements of regulated 
exons [6, 10] or by recruiting repressors to binding sites that 
flank regulated exons creating a zone of silencing [6, 10]. 
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Fig. (1). Different types of possible Alternative Splicing pro-
cesses. Modified from Blencowe, B. J. 2006 [74]. 
Trans-Elements Involved in Splicing 
 The spliceosome is composed of five small nuclear 
ribonucleoproteins (snRNPs) and more than other 150 
proteins, including kinases, phosphatases and helicases, 
many of which are required for spliceosomal function, as 
well as associated proteins such as mRNA-export factors and 
transcription factors [2, 11]. The branch and 5? splice sites 
(Fig. (2)) serve as binding places for the RNA components 
of U2 and U1 small nuclear ribonucleoproteins (snRNPs), 
respectively. This RNA:RNA base pairing determines the 
precise joining of exons at the correct nucleotides. Exons and 
introns contain diverse sets of enhancer and suppressor 
elements that refine bona fide exon recognition. At exon 
level, some ESEs bind SR proteins and recruit and stabilize 
binding of spliceosome components such as U2AF, other 
ESEs bind different splicing enhancer proteins which 
contribute to the correct splicing process. In addition, some 
ESSs bind protein components of heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins (hnRNP) to repress exon usage. At intron 
level, some ISEs and ISS bind auxiliary splicing factors that 
are not normally associated with the spliceosome to regulate 
AS (Fig. (2)). 
SPLICING CODE ALTERATIONS AND DISEASE 
 The mechanisms causing altered splicing can involve 
disruption of either cis-elements, within the affected gene, or 
trans-elements that are required for normal splicing or 
splicing regulation. The distinction between cis- and trans-
elements effects has important mechanistic implications. 
Effects in cis have a direct impact on the expression of only 
one gene, whereas effects in trans have the potential to affect 
the expression of multiple genes. Therefore, a failure or 
deregulation of either trans or cis-elements could flow in a 
pathology. 
Cis-Elements Alterations 
 Cis-elements mutations can affect non-coding and coding 
regions. Mutations located in non-coding regions, such those 
affecting 5? and 3? splice sites, branch sites or polyadeny-
lation signals, are frequently the cause of hereditary disease. 
Mutations on the ORF of a single gene can generate synony-
mous, nonsense or missense mutations.  
 Synonymous single-nucleotide polymorphisms (SNPs) 
located in coding regions (cSNPs), although seemingly 
 
 
 
 
 
 
Fig. (2). The Splicing Code. Cis-elements sequences (Branch site, 3’ and 5’ splice sites, ESEs, ESSs, ISEs and ISSs) within and around 
introns and exons are required for recognition and regulation by trans-elements (spliceosome). Modified from Wang, G. S. et al 2007 [2]. 
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translationally silent, could have a profound influence on 
AS. In fact, cSNPs can disrupt (or eventually create) ESE’s 
and ESS’s; create new splice sites or strengthen cryptic ones; 
alter pre-mRNA secondary structures important for exon-
definition; and, conceivably, modify the pausing architecture 
of a gene, causing changes in RNAPol II processivity [12, 
13], which might in turn affect splice site choice.  
 These defects are not exclusive of cSNPs: nonsense and 
missense mutations as well as exonic deletions or insertions 
can affect AS in similar ways. In fact, it has recently been 
proposed that 60% of mutations that cause disease do so by 
disrupting the splicing code [2, 14], rather than by the 
predicted disruption of the protein reading frame. Table (1) 
summarizes examples of hereditary disorders caused by 
exonic point mutations that affect AS. Nonsense mutations 
may provoke premature termination codons, which in the 
case of being early on the ORF, this mRNA normally is 
targeted for degradation by NMD, which involves an mRNA 
quality-control step [12, 15, 16], disabling the mutated 
mRNA. Missense mutations generate an amino-acid change, 
which might have functional relevant implications, such as 
different protein localization, substrate affinity or ligand 
binding. 
Trans-Elements Alterations 
 Mutations and non-genetics alterations of factors 
required for splicing have been implicated in the pathophy-
siology of human disease [5, 6]. In fact, they seem to be 
Table 1. Diseases Due to Aberrant Splicing 
Disease 
OMIN 
number 
Elements 
alterations 
Comments Reference 
Acute intermittent porphyria #176000 cis-element 
Nucleotide substitutions (C to G) in exon 3 of porphobilinogen 
deaminase 
[75] 
?-thalassemia #603902 cis-element 
Mutations in the intron 2 of ?-globin that generates a cryptic 3´ 
acceptor site 
[55] 
Bilateral periventricular nodular 
heterotopia (BPNH) 
#300049 cis-element Missense mutation in exon 6 (G to C) of Filamin A (FLNA) gene [76] 
Breast and ovarian 
cancer 
+113705 cis-element Nonsense mutation of BRCA1 in exon 18 (G to T) [41] 
Leukemias and 
sarcomas 
*605221 trans-element 
Interaction of FUS-interacting protein 1 (FUSIP1/SRp38/SRRp40) with 
FUS is disrupted 
[77] 
Liposarcomas, acute 
myeloid leukemia 
(AML) 
*137070 trans-element Translocation of FUS gene (TLS) [78, 79] 
Hepatocellular 
carcinoma 
*604739 trans-element Autoantibodies to the splicing factor HCC1 [80] 
Cancer 
Papillary renal cell 
carcinoma 
*605199 trans-element 
Translocation of SFPQ (splicing factor proline- and glutamine-rich) 
and fused with the TFE3 gene. 
[81] 
Cystic fibrosis (CF) #219700 cis-element 
Four nonsense mutations of CFTR gene in exons 3 (G to U, and C to 
T), 11 (C to T) and 20 (G to A) 
[24] 
Fanconi anemia (FA) #227650 cis-element Nonsense mutations of FANCG in exon 8 (C to T) [82] 
Hemophilia A +306700 cis-element Nonsense mutations of Factor VIII in exons 19 (G to T) and 22 (C to T) [24] 
Metachromatic leukodystrophy #250100 cis-element Missense mutation of Arylsulfatase A in exon 8 (C to T) [83] 
trans-element 
Sequestration of CUG binding proteins (CUGBP1) by trinucleotide 
repeat disorders (CUG)n>50 in DMPK gene. 
[84] 
Myotonic dystrophy 1 (DM1) #160900 
trans-element Sequestration of MBNL1 (MBNL) proteins [85, 86] 
Retinitis pigmentosa #268000 trans-element 
More than thirty conserve mutations in genes involved in snRNP 
function 
[28, 29] 
cis-element Deletion complete of SMN1 [35] 
cis-element Nonsense mutations of SMN1 in exon 3 (G to A) [87] 
Spinal muscle atrophy (SMA) #253300 
cis-element 
Nucleotide substitutions (C to T) in SMN2 disrupts an ESE in exon 7 
that causes exon skipping 
[39] 
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implicated in a high range of pathologies, including cancer, 
blindness, and muscular distrophies [6]. Trans-elements 
splicing mutations can affect the function of the basal 
splicing machinery or factors that regulate AS. Mutations 
that affect the basal splicing machinery have the potential to 
affect splicing of all pre-mRNAs, whereas mutations that 
affect a regulator of AS will affect only the subset of pre-
mRNAs that are targets of the regulator. Table (1) sum-
marizes examples of splicing trans-element factors asso-
ciated with human diseases. 
Pathologies Due to AS Mis-Regulation 
 There are an increasing number of diseases generated by 
alterations on the splicing code, and many more are expected 
to be described as we increase our knowledge on the 
different AS isoforms of the human genome. Some of the 
better described are: 
Myotonic Dystrophy 
 Myotonic Dystrophy Type 1 (DM1) is the most common 
form of adult muscular dystrophy. It is an autosomal 
dominant neuromuscular disease associated with CTG repeat 
expansion in the 3’ untranslated region of the DM protein 
kinase (DMPK) gene. A key molecular feature of DM1 is the 
misregulation of developmentally regulated AS for a subset 
of genes, such that embryonic and neonatal splicing patterns 
are retained in adult myotonic dystrophy tissues [2, 17-19]. 
Disease symptoms such as myotonia and insulin resistance 
result from the inappropriate expression of embryonic 
proteins in adult tissues. This is one of the best examples of 
disease caused by alteration of trans-elements which are 
involved in altered splicing of many other non-related genes. 
The expanded CUG-RNA disrupts normal postnatal AS 
transitions that are regulated by two families of proteins: the 
MBNL and CELF families. The best characterized members 
of these families are MBNL1 and CUGBP1, which were first 
identified as CUG-repeat RNA binding proteins. For the 
genes tested, these two proteins regulate the same splicing 
events antagonistically by binding to separate regulatory 
elements. The mechanism of normal postnatal transitions 
seems to involve a loss of nuclear CUGBP1 owing to 
decreased protein expression [2, 20, 21], and a gain of 
nuclear MBNL1 activity owing to translocation from the 
cytoplasm [2, 20]. The activities of both proteins are 
disrupted in DM1 by the toxic RNA. Nuclear MBNL1 is 
depleted as a result of its sequestration into RNA foci, 
whereas CUGBP1 steady-state levels increase owing to 
phosphorylation and increased protein half-life [2, 22]. 
Mouse models support a primary role for loss of MBNL1 
function as well as a gain of CUGBP1 function in the 
splicing abnormalities.  
Cystic Fibrosis 
 Cystic fibrosis (also known as CF, Mucoviscoidosis, or 
Mucoviscidosis) is a hereditary disease that affects the 
exocrine (mucus) glands of the lungs, liver, pancreas, and 
intestines, causing progressive disability due to multisystem 
failure abnormalities. CF is one of the most common life-
shortening, childhood-onset inherited diseases. In the United 
States, 1 in 3,900 children is born with CF. It is most 
common among Europeans and Ashkenazi Jews; where one 
in twenty-two people of European descents are carriers of 
one gene for CF, making it the most common genetic disease 
in these populations. The disease is linked with the disrup-
tion of the Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance 
Regulator (CFTR) gene. This gene encompasses appro-
ximately 180,000 base pairs on the long arm of chromosome 
7. The most common mutation is a deletion (?F508) of three 
nucleotides that results in a loss of the amino acid phenyl-
alanine (F) at the 508th position on the protein [23]. How-
ever, currently more than 1000 disease-associated mutations 
in CFTR gene have been described in the coding sequence, 
messenger RNA splice signals, and other regions. Focusing 
our attention in those mutations that affect RNA splice 
signals, scientific findings have unraveled the presence of 
SNPs that affect cis-elements involved in splicing all over 
the CFTR gene. In fact, there are examples of mutations that 
affect ESEs elements in exons 3, 11 and 20 [24] and 
examples of mutations that affect intronic elements, as is the 
case of mutation 3849+10 kb C3T mutation in intron 19, 
which lead to inclusion of a cryptic exon of 84-nucleotides 
[25]. 
Retinitis Pigmentosa 
 Retinitis pigmentosa (RP) is one of the most common 
forms of inherited retinal degeneration [26] affecting 1 in 
4000 people worldwide. This disorder is characterized by the 
progressive loss of photoreceptor cells and may eventually 
lead to blindness [27]. RP is caused by conserve mutations 
(more than thirty) in genes involved in snRNP function [2, 
28, 29] such as HPRP3, PRPF31 and PRPC8, which encode 
proteins required for proper assembly and function of the 
U4-U5-U6-snRNP of the spliceosome component [30-32]. 
The failure of this component generates a fault in trans-
elements of the splicing phenomenon. 
Spinal Muscular Atrophy 
 Spinal muscular atrophy (SMA) is an autosomal reces-
sive neuromuscular disorder characterized by degeneration 
of the anterior horn cells of the spinal cord motor neurons 
leading to symmetrical muscle weakness and atrophy. SMA 
is the second most common lethal autosomal recessive 
disease in Caucasians after cystic fibrosis [33], specially on 
childhood. This disease is caused by homozygous disruption 
of the survival motor neuron 1 (SMN1) gene by deletion, 
conversion, or mutation [34]. SMN1 gen product is involved 
in snRNP assembly. SMA occurs due to the complete 
deletion of SMN1 in 96% of cases [33, 35], because the 
deletion of this gene prevents assembly of the U1 RNP 
complexes in the cytoplasm the results is a global defects in 
the binding of trans-elements to the pre-mRNA molecule 
[36], and loss of snRNP production has been directly linked 
with this disease [37].  
 The duplicated gene SMN2 is transcribed when SMN1 is 
deleted but the SMN2 gene does not completely compensate 
for the loss of SMN1 function. SMN2 may contain as well 
nucleotide substitutions which do not alter the protein coding 
sequence although one of the nucleotide substitutions (C to 
U) disrupts an ESE in exon 7 that causes a exon skipped in 
the majority of SMN2 mRNAs [38, 39]. As a result SMN2 
mRNA encodes a truncated protein missing the C-terminal 
16 residues with the consequent loss of functionality. Thus, 
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low but some expression of SMN2 generates a less severe 
disease. 
Cancer 
 The development of many cancer diseases is associated 
with splicing alterations. Cancer-specific alterations in splice 
site selection affect genes controlling cellular proliferation 
(e.g., FGFR2, p53, MDM2, FHIT, and BRCA1), cellular 
adhesion, invasion (e.g., CD44, Ron) angiogenesis (e.g., 
VEGF), and apoptosis (e.g., Fas, Bcl-x, and caspase-2). The 
development or progression of cancer can be attributed to 
cis-element mutations within a single gene or trans-element 
mutations that affect most gene encoding. Cis-element 
mutations that affect the splicing of proto-oncogenes, tumour 
suppressors and DNA repair genes can have multiple roles in 
cancer initiation and progression [40], for example a BRCA1 
nonsense mutation causes exon skipping by the loss of a 
functional ESE element [41]. But most cancer associated 
splicing alterations affect trans-elements. These splicing 
factors most commonly associated with cancer belong to the 
SR protein family, as a result of changes in SR protein 
phosphorylation [42, 43]. Other examples of trans-element 
factors that affect AS in cancer include ASF/SF2 and PTB. 
SPLICING AND DRUGS 
 Because alterations in RNA splicing can cause many 
different diseases [5], characterization of these splice speci-
fic alterations can provide new therapeutic targets. Infor-
mation on AS has been accumulated at a rapid rate during 
the last years, but the core drug discovery processes still 
entail techniques that cannot distinguish between splice 
variants. If the phenomenon of AS is ignored, drug discovery 
process is exposed to only a fraction of the actual proteomic 
world and therefore misses many potential protein targets 
[44]. 
 AS has big impact on drug development and on diagnos-
tic applications. Splice variants may have a different func-
tion due to different regulatory properties and/or structural 
changes that create new domains. Moreover, soluble variants 
with therapeutic or disease-related functions may be natu-
rally occurring in specific tissues, so they may be candidates 
for drug targets. In this context, a drug may target various 
splice variants causing side effects, so an effective drug is 
needed to target specifically the splice variant of interest. 
The recognition of the importance of splicing has proved that 
splicing reactions are potential therapeutic targets. 
 Mutations causing human diseases may affect splice sites 
as well as regulatory sequences leading to the production of 
defective or altered proteins [6]. Thus, targeting either the 
mutated sequences or the factors that bind them may prove 
to be a valuable strategy to correct aberrant splicing, and 
many different approaches, from conventional small-
molecules drugs to RNA-based gene therapy have been used. 
RNA-based strategies offer a series of novel therapeutic 
applications, including altered processing of the target pre-
mRNA transcript, reprogramming of genetic defects through 
mRNA repair, and the targeted silencing of allele- or 
isoform-specific gene transcripts. 
 
 
Targeting Protein Isoforms 
 The first approach in the therapy of a particular aberrant 
splicing disease is the specific inhibition/blockage of the 
altered protein with a specific drug. An example of this 
approach can be cyclo-oxigenases (COX) enzymes which 
function is the catalyses of the main reaction of prosta-
glandin synthesis. There are two genes encoding COX enzy-
mes (COX1 and COX2), and it has been recently discovered 
that these genes are able to carry out AS [45-48]. COX1 was 
considered a constitutive gene which product is related to the 
synthesis of physiologically relevant prostanoids such as 
those that regulate the stomach mucosa and platelets aggre-
gation. By contrast COX2 was thought to be an inducible 
gene in response to inflammation, fever or injury [49-51]. 
Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), such as 
Phenacetin, have been largely used to trait the inflammation, 
pain and fever. These drugs are thought to inhibit the two 
well known products of COX1 and COX2 genes and scien-
tists are trying to improve these drugs to reduce secondary 
effects due to their broad range of action. Therefore, the 
discovery of various alternatively spliced products of these 
two genes open a new point of view in the use of specific 
treatments for pain/inflammation. Now, it is possible to 
study the implication of each splice variant in specific pain 
pathways and thus it will be possible to inhibit a specific 
kind of pain avoiding undesired side effects. For example, 
COX-3, a recent discovered isoform produced by AS (intron 
1 reteined) of COX1 gene, is thought to be implicated in the 
control of fever, because of its brain distribution and the 
inhibition by some NSAIDs fever specific (Fig. (3)).  
 Another therapy strategy to correct aberrant splice 
variants is the use of specific antibodies against proteins 
regions which can be controlled by AS due to exon 
insertion/exclusion or intron retention leading to the 
modification of some domains in the final protein. This 
particular domain or region can be useful in the design of 
antibodies which can discriminate one splice variant from 
the others. For example, the human CD44 gene encodes type 
1 transmembrane glycoproteins involved in cell to cell and 
cell to matrix interactions. This gene undergoes AS 
generating at least 20 different proteins that may suffer many 
post-translational modifications like glycosylation (N- or O-
glycosylation) and phosphorylation. Some CD44 isoforms 
decorated with heparin sulphate side chains bind growth 
factors and can promote growth factor receptor-mediated 
signaling [52, 53]. Of special interest is the splice variant 
CD44v6 (generated by exon inclusion) which is over-
expressed in many different tumors. The use of specific 
antibodies against the domain encoded by exon v6 in 
combination with radionuclides (e.g. 186 Re) made radio-
therapy more specific in killing tumor cells disabling side-
effects (Fig. (3)) [52-54]. 
Targeting Specific mRNA 
 RNA targeting is emerging as a powerful alternative to 
conventional DNA gene replacement therapies for the 
treatment of genetic disorders. The potential of such 
approaches ranges from elimination of the mRNA in  
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Fig. (3). Therapeutic approaches against protein isoforms. A) 
COX3 enzyme is generated by AS of the COX1 gene due to intron 
1- retention. B) CD44v6 protein is a splice variant that contain a 
specific domain (v6). Specific antibodies linked with radionuclides 
against this specific domain may kill tumour cells that over-
expressed this protein. 
 
question, to modification of the mature mRNA product by 
the removal or addition of natural elements or exons, and to 
repair the mRNA transcript by the addition of foreign 
mRNA elements to create a chimeric gene product [55]. 
RNA interference (RNAi) and antisense oligonucleotides, 
which depend on RNase-H mechanism, induce the degra-
dation of mRNA, whereas steric-blocker oligonucleotides 
physically prevent or inhibit the progression of splicing or 
the translation machinery. 
RNA Interference (RNAi) 
 RNAi has become a powerful tool in functional and 
medical genomic research through directed post-transcrip-
tional gene silencing. The discovery that 21-23 nucleotide 
RNA duplexes, known as small interfering RNAs (siRNAs), 
can knockdown the homologous mRNAs in mammalian 
cells has revolutionized many aspects of drug discovery 
including down-regulation of disease-associated splicing 
isoforms. In addition, RNAi-mediated silencing of splicing 
regulators has the potential to define the complex network of 
AS regulation and to analyze gene function [56].  
 RNAi has been used for targeting disease-linked splicing 
isoforms. For example, in the case of Bcl-x, a member of 
Bcl-2 gene family, that undergoes AS to generate two iso-
forms, Bcl-xL and Bcl-xS (Fig. (4)). Bcl-xL is antiapoptotic 
while forced over-expression of Bcl-xS sensitizes cells to a 
variety of antineoplastic agents and radiation. Bcl-xL  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. (4). RNA interference (RNAi)-mediated down-regulation of 
a splicing isoform. Bcl-x undergoes AS to generate two major iso-
forms, Bcl-xL (anti-apoptotic) and Bcl-xS (pro-apoptotic). A 
siRNA which recognizes the specific sequence of Bcl-xL induces 
that RNA to degradation. 
 
specific small interfering RNA down-regulates Bcl-xL 
protein and inhibit the proliferation of 5-fluorouracil and 
tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 
(TRAIL)-resistant cells [57].  
Antisense Oligonucleotides 
 Traditionally, antisense oligonucleotides have been 
employed to down-regulate gene transcription. On the basis 
of mechanism of action, two classes of antisense oligo-
nucleotide can be discerned: (a) the RNase H-dependent 
oligonucleotides, which induce the degradation of mRNA; 
and (b) the steric-blocker oligonucleotides, which physically 
prevent or inhibit the progression of splicing or the transla-
tional machinery [58]. Oligonucleotide-assisted RNase H-
dependent reduction of targeted RNA expression can be quite 
efficient, reaching 80-95% down-regulation of protein and 
mRNA expression. In contrast to the steric-blocker oligonuc-
leotides, RNase H-dependent oligonucleotides can inhibit 
protein expression when targeted to virtually any region of 
the mRNA. Most steric-blocker oligonucleotides are efficient 
only when targeted to the 5'- or AUG initiation codon region. 
Steric blockade of translation can be demonstrated by the 
arrest of the polypeptide chain elongation, as shown by Dias 
et al. in 1999 [58]. The optimal use of antisense oligonuc-
leotides in the treatment of disease requires the resolution of 
problems relating to the effective design and efficient target 
delivery. 
Reprogramming the Splicing 
 The reprogramming of splicing is a new form of therapy 
that modifies mRNA without directly changing the sequence 
of the gene. This strategy can be sub-divided into three 
different approaches: drugs against splicing regulators, 
-289-
Anexo
A
ne
xo
Differential Splicing, Disease and Drug Targets Infectious Disorders - Drug Targets 2008, Vol. 8, No. 4    7 
modifying the processing of the mRNA, and altering mRNA 
sequence (trans-splicing). 
Drugs Against Splicing Regulators 
 The use of small-molecule drug therapy is an attractive 
approach to modifying splicing patterns because of the 
relative ease of delivery and dosage control [2]. The most 
common regulators are the serine-arginine-rich RNA binding 
proteins (SR proteins) and the heterogeneous nuclear ribo-
nucleoproteins (hnRNPs). They modulate splice-site choice 
by interacting with components of the splicing machinery 
and binding to the exonic and intronic cis-element signals 
[59]. The phosphorylation status of SR proteins affects their 
RNA binding specificity, protein-protein interactions and 
intracellular distribution, so small molecules that affect the 
activities of these enzymes can be used to alter splicing 
patterns (Fig. (5)) [2].  
 Numerous studies have reported several approaches 
allowing correction of aberrant splicing events by targeting 
the splicing regulators whose binding is affected by the 
mutation. Blanchette and colleagues [60] tackled the identi-
fication of targets of four splicing regulators in D 
melanogaster with a splicing-sensitive microarray, while 
Soret et al. [61] screened for chemical compounds that 
directly bind to SR proteins in human cells and interfere with 
spliceosomal assembly. 
 Members of the SR protein family are thought to play a 
major role in the regulation of HIV-1 pre-mRNA splicing. 
To express key viral proteins, HIV-1 uses a combination of 
several alternative 5´and 3´splice sites to generate more than 
40 different mRNAs. The choice of these sites depends on 
specific interaction between HIV pre-mRNA sequences and 
trans-element factors, SR proteins and hnRNPs [62]. 
Bakkour et al [63] showed that an indole derivative (IDC16) 
that interferes with exonic splicing enhancer activity of the 
SR protein splicing factor SF2/ASF suppresses the produc-
tion of key viral proteins, thereby compromising subsequent 
synthesis of full-length HIV-1 pre-mRNA and assembly of 
infectious particles. IDC16 can efficiently block HIV-1 viral 
production in peripheral blood mononuclear cells, or 
PBMCs, or macrophages infected with different laboratory 
strains or clinical isolates from patients resistant to anti-HIV 
multitherapies. 
Modifying the Splice-Process of the Pre-mRNA 
 By using modified DNA or RNA oligonucleotides it is 
possible to alter an exon skipping/inclusion caused by a 
silent mutation, which has altered the consensus splice site-
sequences or the enhancers/inhibitors-sequences, thus 
guiding the spliceosome to the right splice variant [64]. 
These oligonucleotides have been named Splice-Switching 
Oligonucleotides (SSOs). Unlike antisense down-regulation 
of gene expression via RNAse H or RNA interference 
degradation pathways, SSOs modulate AS of targeted pre-
mRNA, up-regulating expression of desirable protein 
isoforms, while down-regulating undesirable isoforms. SSOs 
that block aberrant splice sites can restore normal splicing, 
whereas those targeting alternative splice sites can switch 
splicing patterns from detrimental to beneficial isoforms or 
produce non-functional mRNAs that lead to gene 
knockdown [65]. 
 Exon skipping is an approach that uses SSOs to modulate 
splicing by hiding specific sites essential for exon inclusion 
from the splicing machinery. An example of this approach is 
the induction of the expression of the recent discovered 
splice variant of the TNF receptor 2 gene (TNFR2). In 
inflammatory diseases like collagen-induced arthritis (CIA) 
or TNF-? induced hepatitis has been discovered a weak 
over-expression of the novel soluble-splice variant of the 
TNFR2 lacking the exon 7 of the normal receptor. Therefore, 
the soluble protein can sequester some of the TNF-? 
responsible of many of the symptoms of these pathologies 
[66]. Graziewicz et al [66] have developed an efficient SSO 
capable of induce exon 7 skipping of TNFR2 and therefore 
increasing the amount of the soluble receptor that can block 
TNF-? signal (Fig. (6A)). These SSOs were much more 
effective in reducing TNF-? effect than the drugs commonly 
used for the treatment of such inflammatory disease. 
 Actually, SSO exon skipping is currently one of the most 
promising therapeutic approaches for Duchenne muscular 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. (5). Rescuing aberrant splicing with small-molecule drugs. A gene that is normally spliced with four exons is represented. The filled 
circles represent splicing regulators that act at the sites depicted by the black bars to promote splicing. The filled rectangle represents part of 
an intron with a mutation (white vertical line) creating a binding site for a regulator (white circle) which activates a cryptic 5' splice site, 
leading to the splicing of an additional sequence into the final mRNA and the production of a defective protein. The therapy consists of a 
specific drug that abolishes binding of the new regulator and restores normal splicing.  
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dystrophy (DMD)[67]. The disease is caused by mutations in 
the DMD gene that abolish the production of functional 
dystrophin. DMD deletions and duplications mainly occur in 
two hot spot regions, the major hot spot region (involving 
exon 45 to exon 53) and the minor hot spot region (between 
exon 2 and exon 20). The most notable example is exon 51 
skipping. In DMD the open reading frame is disrupted, by 
deletion of exons 48-50 (the most common mutation), 
resulting in a premature stop codon and a truncated dystro-
phin. Specific SSOs hybridize to exon 51 and hide this exon 
to the splicing machinery, resulting in the splicing of exon 
51 with its flanking intron. In this case, the approach restores 
the ORF generating a shorter but functional dystrophin 
protein. A successful first-in-man trial has recently been 
completed [68-70]. 
 Using this approach it is also possible to block a cryptic 
splicing promote by an intron mutation. This is the case of ?-
thalassemia; ?-globin gene has a mutation in the intron 2 and 
because of this the spliceosome use a cryptic 3’ acceptor that 
produces the inclusion of a new exon [55]. SSOs can modify 
this wrong splicing blocking the cryptic acceptor sequence 
and therefore inducing the spliceosome to make the right 
splicing (Fig. (6B)) [55, 71]. In this way, it has also been 
recently described exon inclusion using this strategy. This is 
the case of SMA caused by a deletion of the SMN1 gene. 
The severity of SMA is compensated for the expression of its 
paralogous gene SMN2. In many cases, SMN2 gene has a 
mutation in an ESE element that produces a SMN2 mRNA 
lacking exon 7 and therefore a truncated protein. Using SSOs 
that masks the mutated ESE of SMN2 pre-mRNA, and 
introducing a consensus one, the recovery of the normal 
splice has been demonstrated in cell lines and patient-derived 
cells (Fig. (6C)).  
Altering mRNA Sequence Trans-Splicing 
 Another abnormality on mRNA splicing, apart of 
mutations in cis and trans-elements is the phenomenon 
known as trans-splicing. Trans-splicing is a natural process, 
although rare in mammals, which involves splicing between 
two separately transcribed mRNAs such that a composite 
transcript is produced. Manipulation of this process offers 
the potential for induction of isoform switching or the 
correction of mutations by conversion to a wild gene 
product. There are two common methodologies, spliceosome 
mediated RNA trans-splicing (SMaRT) and ribozyme 
mediated trans-splicing (Fig. (7)) [55].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. (6). SSOs methods to restore normal or desired splicing. A) TNFR2 exon 7 skipping to over-express the natural soluble isoform of 
the receptor which reduce TNF-? level in inflammatory sites. B) Blockage of the cryptic exon created by an intron-mutation in ?-globin gene 
using a SSO that restores the normal splice variant. C) The excluded exon 7 of the SMN2 gene may be included using a SSO that carries the 
ESE-consensus sequence for SF2/ASF protein.  
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 SMaRT: An engineered pre-mRNA trans-splicing 
molecule (PTM) binds to target pre-mRNA in the nucleus 
such that it triggers trans-splicing in a process mediated by 
the spliceosome. The PTM has a 5´ binding sequence 
specific for the target, a splicing region that contains motifs 
necessary for the trans-splicing reaction to occur and a 
coding domain that includes the new or modified genetic 
information that will reprogram the target (Fig. (7)). 
Functional correction using spliceosome-mediated trans-
splicing has been reported in several preclinical disease 
models, including cystic fibrosis, haemophilia A and X-
linked immunodeficiency [55, 72]. SMaRT has several 
advantages over conventional gene therapy. As the gene is 
repaired rather than introduced, the spatial and temporal 
expression of the gene should be controlled by endogenous 
regulation. Other advantage is that PTM constructs are easily 
accommodated in current vector systems. As repair will only 
occur where the target transcript is expressed, adverse effects 
would not be anticipated in cells that were nonspecifically 
targeted during delivery. The main disadvantage is that a 
single PTM, in most cases, would not be able to address all 
the mutations in an affected population. 
 Ribozyme-mediated trans-splicing: Ribozyme-mediated 
trans-splicing consists of a 5´ guide sequence comple-
mentary to the target sequence, the ribozyme domain, and a 
3´terminal exon that is to be trans-spliced (Fig. (7)). Follo-
wing binding, the ribozyme catalyses trans-splicing between 
the 3´ exons of the ribozyme and the 5´ target mRNA. In 
DM1, increased levels of trinucleotide repeat CUG expan-
sion in the 3´untranslated region of the dystrophia myoto-
nica-protein kinase (DMPK) gene, are responsible for the 
clinical condition. A specifically designed ribozyme was 
used to reduce the lenght of expansions from high to low 
CUG repeats, at the 3´end of DMPK transcripts [73]. As well 
as correcting disease-causing mutations, trans-splicing ribo-
zymes have the potential to create chimeric gene transcripts 
by splicing foreign cDNA to a targeted mRNA [55]. 
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